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PRILOGA A: Povprečne vrednosti relativnega fitnesa za »self«, »kin« in »non kin« 
kombinacije sevov ter izračunane standardne variacije. Vrednosti v tabelah so grafično 
prikazane na slikah 8, 9, 12, 13, 15 in 16. A predstavlja seve, ki so označeni s reporterskim 
proteinom mKate. B predstavlja seve, ki so označeni s reporterskim proteinom YFP. 
 
PRILOGA B: S t-testom izračunane p vrednosti. Vrednosti manjše od 0,05 pomenijo, da se 
rezultati med izbranimi sevi signifikatno razlikujejo. Vrednosti večje od 0,05 pomenijo, da 
ni signifikate razlike med izračunanimi fitnesi izbranih sevov. Uporabili smo t-test za 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
CFU  colony forming unit 
Cm  kloramfenikol 
KDL  kombinatorni diskriminatorni lokus 
Kin  sorodni sevi 
LB  Luria-Bertani, Lysogeni broth, Lennox broth 
MIC  minimalna inhibitorna koncentracija 
mKate  reporterski protein, ki fluorescira rdeče 
NB  Nutrient broth 
Non kin nesorodni sevi 
Self  sev sam s sabo 
SG  Halopiger medium, Sehgal in Gibbons medium 
SM  Sporulation medium 
Sp  spektinomicin 
Vmax  maksimalna stopnja rasti 
w  Relativni fitnes  
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Socialni fenotip: Socialni fenotip je fenotip, ki se izrazi skozi interakcije med celicami 
oziroma skupinami genetsko enakih ali različnih osebkov in ima bodisi pozitiven ali 
negativen vpliv na reprodukcijo posameznika oziroma na število potomcev posameznika ali 
skupine. 
Skupna dobrina: Snov, ki jo mikroorganizem izloča v okolje in je na voljo drugim 
mikroorganizmom ne glede ali jo ti producirajo ali ne.  
Goljufi: Mikroorganizmi, ki povečajo svoj fitnes na račun drugega, ker ne sintetizirajo 
skupne dobrine, temveč jih pridobijo od kooperativnih mikroorganizmov, ki prispevajo v 
skupno dobro. 
Tip VI sekrecijski sistem: Mehanizem za ubijanje sosednjih celic, ki vključuje kompleksen 
sistem za izločanje toksina. Gre za strukturo podobno repu faga, ki prodre v sosednjo celico 
in vnese toksične komponente direktno iz producenta v tarčo. 
Genetski zdrs (genetski drift): Sprememba v frekvenci alelov zaradi naključnega 
razporejanja (izbora) alelov vsake generacije, ki se bodo prenesli v naslednjo generacijo. 
Pomembna je predvsem v majhnih populacijah in zato velikost populacije močno vpliva na 
tok evolucije. Zdrs se zaključi, ko alel postane fiksiran (izgine iz populacije ali popolnoma 
nadomesti vse druge alele) in do tega pride brez vpliva selekcijskega pritiska. 
Antibiotik: Molekula, ki jo sintetizirajo mikroorganizmi in zavira rast ali ubije druge 
mikroorganizme. 
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Mikroorganizmi v naravnih okoljih pogosto živijo v večceličnih skupnostih imenovanih 
biofilmi. Tudi bakterijska kolonija predstavlja obliko biofilma. Tukaj je celična rast omejena 
na rob kolonije, kjer imajo celice večji dostop do hranil kot celice v notranjosti kolonije 
(Hallatschek in sod., 2007; Korolev in sod., 2011). Celice v biofilmu so fizično v tesnem 
stiku in tako vstopajo v različne interakcije: kooperativne in kompetitivne.  
 
Medcelične interakcije so najmočnejše med bližnjimi celicami, zato na končni fitnes 
populacije vpliva prostorska razporeditev celic v skupnosti. Ker je bakterijska rast vezana 
na binarno celično delitev, so celice obdane predvsem z genetsko enakimi celicami (Kreft in 
sod., 2001; Hallatschek in sod., 2007; Kreft, 2004a, 2004b). Med genetsko enakimi celicami 
pričakujemo kooperativne interakcije (Nadell in sod., 2010; Momeni in sod., 2013; Nadell 
in sod., 2016). Sodelovanje se kaže v izločanju in izmenjavi molekul (skupnih dobrin) kot 
so kelatorji, prebavni encimi, površinski adhezini, strukturni polimeri, signalne molekule. 
Primer kooperativnega vedenja bakterij je rojenje, kjer si roječe celice delijo surfaktante; 
primer kooperativnosti je tudi  združevanje v večcelične skupnosti (biofilme), kjer si celice 
delijo zunajcelični matriks. Problem nastane, ko se v biofilmu pojavijo goljufi, ki izkoriščajo 
skupne dobrine, ne da bi pri tem vložili energijo v njihovo sintezo. Posledično so se skozi 
evolucijo razvili zaščitni mehanizmi, ki preprečijo izkoriščanje s strani goljufov. Med te 
štejemo tudi sorodstveno prepoznavanje oziroma sorodstveno razlikovanje (Strassman in 
sod., 2000; Strassman, 2011; Bruger in Waters, 2015). Sevi Bacillus subtilis so zmožni 
sorodstvenega razlikovanja in sicer sevi, ki so si na nivoju gospodinjskih genov sorodni manj 
kot 99,5 %, tvorijo mejno linijo ob stiku dveh rojev, kar nakazuje na antagonizem med njimi. 
V nasprotju pa se sevi, ki so na nivoju gospodinjskih genov sorodni več kot 99,5 %, 
pogosteje združujejo v skupne roje, kar kaže na sodelovanje (Štefanič in sod., 2015). Mejna 
linija lahko nastane zaradi razlik v antagonističnih dejavnikih, komponentah celične stene,  
komponentah zunajcelične stene kot so na primer polisaharidi EpsA-O (Lyons in sod., 2016, 
2017). Sevi B. subtilis sintetizirajo množico raznolikih antibiotikov in toksinov, na katere 
številni sevi niso odporni in bodo ob stiku s producenti utrpeli poškodbe, kar se fenotipsko 
odraža kot vidna mejna linija med roji (Lyons in sod., 2016). Glavni cilj te magistrske naloge 
je ugotoviti, kako pripadnost enaki ali različni sorodstveni skupini vpliva na fitnes in 
prostorsko razporeditev sevov znotraj biofilma (kolonije), kjer ni prisotno aktivno 
premikanje z bički , ki je značilno za rojenje. Na razpolago imamo zbirko sevov B. subtilis, 
ki so bili uvrščeni v različne skupine sorodnosti in se razlikujejo na nivoju ohranjenih 
gospodinjskih genov (Štefanič in sod., 2015) ter v naboru antagonističnih dejavnikov (Lyons 
in sod., 2016). Predpostavljamo, da bo med sevi različnih sorodstvenih skupin prišlo do 
izrazitejše kompeticije oziroma antagonizma kot med genotipsko enakimi ali visoko 
sorodnimi sevi in da se bo to vedenje odražalo tudi na nivoju prostorske razporeditve sevov 
v biofilmu (koloniji). 
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Cilji magistrske naloge:  
 
• Kvantitativno ovrednotiti kompetitivni potencial nesorodnih/sorodnih sevov preko 
frekvence alelov (števila celic) dveh sevov v koloniji. 
• Ovrednotiti prostorsko razporeditev sevov v koloniji v odvisnosti od sorodnosti 
sevov. 
• Ovrednotiti vpliv števila celic v začetnem inokulumu na fitnes in prostorsko 
razporeditev dveh enakih (»self«), sorodnih (»kin«) in manj sorodnih (»non-kin«)  
sevov v koloniji. 
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
o Manj sorodni sevi bodo bolj kompetitivni in posledično bo v biofilmu prevladal en 
sev nad drugim. Enaki in sorodni sevi bodo sobivali in njihova relativna frekvenca v 
biofilmu se bo ohranjala skozi čas. 
o Segregacija sevov bo bolj opazna pri manj sorodnih kombinacijah sevov (večje 
zaplate). 
o Stopnja kompeticije (začetno število celic) bo vplivala na prostorsko razporeditev in 
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Biofilmi so večcelične združbe mikroorganizmov, ki so običajno vezane na površino 
(biofilm vezan na trdno površino, kolonija), a nekateri biofilmi plavajo na stičišču zrak -
tekočina (pelikli) oziroma so celice povezane v skupke (flokule), ki prosto lebdijo v vodnem 
stolpcu. Razvoj biofilma je široko razširjena lastnost in biofilme najdemo na skoraj vseh 
naravnih in umetnih površinah. So priljubljena tematika številnih raziskovalcev zaradi 
njihovega globalnega pomena in ker predstavljajo zanimiv primer večcelične oblike 
mikrobnega bivanja. Čeprav poznamo koristne biofilme (npr. v čistilnih napravah), biofilmi 
pogosto povzročajo težave v vsakdanjem življenju človeka zaradi preraščanja različnih 
površin (zobje, ladje, vodovod, površine v tovarniških sistemih, hrana itd.) (Vlamakis in 
sod., 2013; Hall-Stoodley in sod., 2004). Biofilmi imajo pomembno vlogo v medicini, saj 
kolonizirajo medicinske vsadke, kronične rane in respiratorne poti bolnikov s cistično 
fibrozo. Biofilmi običajno povzročajo povečano virulenco, odpornost na antibiotike in 
obrambni sistem gostitelja. Te lastnosti so lahko povezane s prostorsko razporeditvijo celic 
znotraj biofilma, ki lahko vpliva na transport hranilnih snovi/toksičnih snovi, vpliva pa tudi 
na metabolizem in fiziološko stanje celic znotraj populacije (Melaugh in sod., 2016). Zaradi 
pomembnosti biofilma v kliničnem okolju so sprva raziskovali predvsem patogene bakterije, 
ki so večinoma po Gramu negativne. Na primer Pseudomonas aeruginosa je najbolj 
raziskana bakterija na področju biofilmov (Melaugh in sod., 2016).  
 
V zadnjem desetletju so kot alternativni modelni organizem za preučevanje biofilmov uvedli 
ne-patogeno, po Gramu pozitivno bakterijo Bacillus subtilis. Na začetku razvoja biofilma so 
te bakterije gibljive kratke paličice, ki med nastankom biofilma tvorijo podaljšane verige 
negibljivih celic, ki se s pomočjo zunajceličnega matriksa povezujejo v snope in s površino. 
Matriks je nujen za celovitost biofilma, saj drži populacijo skupaj (Vlamakis in sod., 2013) 
in je zgrajen iz različnih polimerov kot so lipidi, proteini, eDNA in polisaharidi (Hobley in 
sod., 2015). Za biofilm B. subtilis je značilna diferenciacija celic v subpopulacije genetsko 
enakih a fenotipsko različnih celic (Vlamakis in sod., 2008). Poleg proizvajalcev matriksa 
so v biofilmu prisotne tudi gibljive celice in spore, ki so prostorsko razporejene znotraj 
zrelega biofilma. V biofilmu najdemo proizvajalke surfaktanta- surfaktina (Mielich-Suss in 
Lopez 2015; van Gestel in sod., 2015) in producente zunajceličnih proteaz (Špacapan in sod, 
2018; Marlow in sod., 2014). Prisotnost in razporeditev različnih celičnih tipov je dinamična 
in opazimo značilno heterogenost izražanja genov. Ta diferenciacija je strogo nadzorovana 
in ni dokončna - celice lahko ob spremembi okoljskih razmer fenotip spremenijo (Vlamakis 
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2.2 ŠIRJENJE BAKTERIJSKE KOLONIJE 
 
Premikanje je lahko pomembna okoljska prednost bakterije, še posebej ko zmanjka hranil 
na površini, kjer premikanje s plavanjem ni mogoče (van Gestel in sod., 2015). V večini 
naravnih habitatov bakterije obraščajo biotske in abiotske površine. Na teh površinah so 
bakterije zmožne aktivnega gibanja in pasivnega širjenja. Načine pasivnega širjenja so 
poskusili razvrstiti v tri skupine. V prvo skupino spadajo bakterije, ki za širjenje potrebujejo 
samo silo potiska in izločanje surfaktanta, kar velja za bakteriji Pseudomonas aeruginosa, 
ki izloča surfaktant ramnolipid, in Pseudomonas syringae, ki izloča siringafaktin (Holscher 
in Kovacs, 2017). Bakterijsko polzenje, ki poleg izločanja surfaktantov vključuje dodatne 
zunajcelične komponente kot na primer eksopolisaharid (EPS), je značilno za bakterijo 
Bacillus subtilis (Holscher in Kovacs, 2017). Celice B. subtilisa se organizirajo v snope in 
zanke, ki s pomočjo matriksa in surfaktantov pomagajo pri širjenju kolonije navzven. 
Zanimivo je, da si celice v populaciji (koloniji) razdelijo delo: ene sintetizirajo matriks, 
druge surfaktante (van Gestel in sod., 2015). V tretjo skupino spadajo bakterije, ki se 
premikajo z izločanjem zunajceličnih komponent, ki niso surfaktanti. Primer so bakterije 
Salmonella Typhimurium, ki izločajo protein PagM, ali Mycobacterium smegmatis, ki 
izločajo glikopeptidolipide (GPLs) (Holscher in Kovacs, 2017).   
 
2.3 BACILLUS SUBTILIS 
 
Predstavniki družine Bacillaceae spadajo med ene najbolj trpežnih bakterij na svetu zaradi 
sposobnosti tvorjenja endospor. Ta lastnost je zelo pomembna za ekologijo teh bakterij, ki z 
razgradnjo organskih snovi prispevajo h kroženju hranil. Z rastlinami živijo v sinergistični 
povezavi, kjer B. subtilis izboljša dostopnost hranil. Družino Bacillaceae večinoma 
sestavljajo aerobni ali fakultativni aerobni bacili s tipično po Gramu pozitivno celično steno. 
Naravni habitat bakterije B. subtilis so tla, rizosfera rastlin, a izolirali so jo tudi iz vodnih 
habitatov, sedimenta, hrane, iztrebkov živali in človeka (Mandić-Mulec in sod., 2015). 
Bacillus subtilis tvori endospore le v razmerah stresa (na primer pomanjkanja hranil) 
(Zeigler in Nicholson, 2017) in sposobnost sporulacije omogoča preživetje sporogenih 
bakterij  v številnih za vegetativno celico neugodnih okoljih, kar je verjetno eden od vzrokov, 
da so predstavniki rodu Bacillus ubikvitarni in jih lahko izoliramo iz številnih okolij. Poleg 
tega se zaradi majhnosti in površinskih lastnosti spore z lahkoto širijo s pomočjo vode in 
vetra (Nicholson, 2004). Pri ljudeh in živalih se spore Bacillus subtilis uporablja kot 
probiotike, ki lahko lajšajo prebavne motnje kot je na primer diareja (Cutting in Casula, 
2002). Bakterije Bacillus subtilis so naravno kompetentne. Genetska kompetenca je 
fiziološko stanje, ki jim omogoča prevzem izvencelične DNA(eDNA), vendar le manjši del 
populacije pridobi sposobnost prevzema DNA (Dubnau, 1991), ostali se diferencirajo v 
druge fenotipe (Lopez in Kolter, 2009).  
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2.4 FITNES BAKTERIJ 
 
»Fitnes« je izraz, ki ga uporabljajo evolucijski biologi in socialni mikrobiologi ter ponazarja 
uspešnost razmnoževanja. Genotipi z več potomci ima višji fitnes kot genotipi z manj 
potomci in zato večjo frekvenco (pojavnost, delež) v skupnosti v primerjavi z manj fit 
tekmovalci. Diverziteta bakterijskih genomov posledica naključnih mutacij, genetskega 
drifta in naravne selekcije (povzeto po Couce in sod., 2017). Mutacije se pojavijo spontano 
(Duncan in Miller, 1980), na njihovo dinamiko pojavnosti pa vplivajo tudi popravljalni 
mehanizmi (Miller, 1996). Na genetsko raznolikost in dinamiko spreminjanja genomov pa 
vplivajo tudi velikost populacije in horizontalni genski prenosi (Schmidt in Hensel, 2004; 
Fraser in sod., 2007). Računanje fitnesa mikroorganizmov običajno temelji na treh različnih 
modelih. Prvi predstavlja računanje maksimalne rastne stopnje (Vmax), drugi računanje 
fitnesa pri stresnih pogojih kot je npr. prisotnost antibiotika, kjer računajo minimalno 
inhibitorno koncentracijo (MIC). Tretji model predstavlja  računanje fitnesa v mikrobnem 
sistemu, ki je posledica tekmovanja med sevi /vrstami/genotipi in kjer govorimo o 
kompetitivnem fitnesu (Wiser in Lenski, 2015). Kljub pomembnosti evolucijske teorije ima 
kompetitivni fitnes omejitve. Ko imata oba seva, ki med seboj tekmujeta, enak fitnes, so 
meritve bolj natančne, ko pa je fitnes obeh različen, se bo število celic ene vrste precej 
zmanjšalo in potencialno doseglo tako majhno vrednost, da bo imela meritvena napaka 
precej večji vpliv. Posledično se bo tekom časa močno povečalo število celic seva, ki 
zmaguje, in bo imela meritvena napaka prav tako velik vpliv (Wiser in Lenski, 2015). 
 
Relativni fitnes bakterijske populacije lahko določimo s parno kompeticijo, pri kateri oba 
seva inokuliramo v gojišče skupaj in tekmujeta za isti vir hranil. Fitnes lahko določimo kot 
merilo uspešnosti razmnoževanja. Predstavimo ga lahko kot naravni logaritem razmerja 
končne in začetne gostote posamezne celične kulture (Ahn in sod., 2006). 
 
Evolucijska ekologija vključuje dve različni disciplini. Ena je populacijska genetika, ki se 
osredotoča na spremembe v genomih znotraj populacije zaradi mutacije ali naravne 
selekcije. Druga je populacijska ekologija, ki se ukvarja s spremembami v starosti in 
velikosti populacije kot posledice povezave organizmov v okolju. Glavni koncept, ki se je 
razvil v obeh disciplinah, je Darwinov fitnes. Fitnes po Darwinu pomeni zmožnost preživetja 
in razmnoževanja (Demetrius in Ziehe, 2007). Povečanje fitnesa v biofilmu se nanaša na 
sposobnost določenega seva ne samo, da se pritrdi, učvrsti in razvije v biofilmu, ampak tudi, 
da s tem prepreči drugemu kolonizacijo površine. Bakterije so razvile različne načine za 
preprečevanje kolonizacije v vseh fazah razvoja biofilma. Kompetitorju lahko preprečijo 
začetno pritrjevanje na površino, razgradijo matriks, inhibirajo komunikacijo med celicami 
ali pa sprožijo razpad/razpršitev biofilma (Rendules in sod., 2015). 
  
6 
Mozetič M. Kompeticija med sevi Bacillus subtilis v biofilmih.  
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
2.5 SOCIALNO VEDENJE  
 
Živa bitja vstopajo v socialne odnose, kjer delovanje enega organizma (akterja) sproži odziv 
pri drugem (prejemniku) in za socialnost sta vedno potrebna vsaj dva organizma/celici. 
Socialno vedenje torej opredelimo kot vedenje, ki vpliva na evolucijski fitnes druge celice 
(Hamilton, 1964; Wilson 1975) in najbolj zanimiva so tista vedenja (obnašanja), ki so se 
razvila zato, ker vplivajo na druge (West in sod., 2007b). Le če se je neko vedenje razvilo 
zaradi socialnih učinkov oziroma vsaj delno zaradi socialnih učinkov, lahko govorimo o 
socialnih strategijah. Socialna vedenja opišemo skozi delovanje akterja (nekoga, ki prispeva) 
in odziv prejemnika (nekdo, ki prejema) ter vpliv tega vedenja na njun fitnes (glej poglavje 
2.4). Posledica socialnega vedenja je lahko pozitivna za oba (mutualizem, kooperativno 
vedenje), pozitivna za prejemnika in negativna za akterja (altruizem, tudi kooperativno 
vedenje), pozitivna za akterja in negativna za prejemnika (egoizem, goljufanje, kompeticija) 
ali pa negativna za oba (zloba, konflikt). Pri mikroorganizmih poznamo širok nabor socialnih 
aktivnosti oziroma socialnih fenotipov, kot je skupinsko prehranjevanje, skupinsko 
premikanje (rojenje, polzenje), gradnja večceličnih struktur (biofilmov), signaliziranje, 
kemične vojne (West in sod., 2007a). Izmenjava zunajceličnih dobrin (različnih koristnih 
molekul, ki jih bakterije izločajo v okolje) je pri bakterijah pogosta in to vedenje opredelimo 
kot kooperativno delovanje, če je koristno vsem v skupnosti (West in sod., 2007b; Hibbing 
in sod., 2010). Pri kompeticiji in konfliktu lahko akter porabi hranila oziroma 
ubije/poškoduje prejemnika. Socialne interakcije med bakterijam vplivajo na fiziologijo, 
izražanje genov in preživetje/razmnoževanje posameznikov in posledično celotne populacije 
(Blanchard in Lu, 2015). Fitnes lahko pojmujemo tudi sposobnost prilagoditve metabolizma 
na okoljske razmere, s čimer se poveča preživetje bakterijske celice (Laurent in sod., 2001).  
 
Preglednica 1: Ovrednotenje socialnega vedenja glede na fitnes prejemnika in akterja (prirejeno po West in 
sod., 2006) 
  
Vpliv na prejemnika 
Pozitivno Negativno 
Vpliv na akterja 
Pozitivno Mutualizem Egoizem, goljufanje 
Negativno Alturizem Zloba, konflikt 
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Življenje v skupini je značilnost vseh živih bitij, od živali do bakterij. Življenje v skupini 
predstavlja prednost kadar večja celična gostota poveča relativni fitnes posameznika (Smith 
in sod., 2014). Ta fenomen je pritegnil pozornost številnih znanstvenikov tudi na področju 
mikrobiologije. Na primer, rast bakterije Streptococcus mutans na zobeh, ki je stalno pod 
stresom kislega okolja, je odvisna od gostote celic. Odpornost bakterije Escherichia coli na 
antibiotike, ki je zapisana na genih za odpornost, je višja v večcelični skupnosti (biofilmu) 
in odvisna od medceličnega signaliziranja, ki je učinkovito pri visoki celični gostoti (Butler 
in sod., 2010). Kljub temu, da je grupiranje koristno, lahko povečanje celične gostote sproži 
tudi tekmovalnost (kompeticijo). Pri biofilmih je to zelo izraženo, saj so celice obdane z 
zunajceličnim matriksom, ki omeji prenos hranil (Blanchard in Lu, 2015) in postavljene 
tesno ena ob drugo. Tudi antagonistične molekule, ki jih izločajo bakterije, so v biofilmu 
lahko bolj koncentrirane in imajo večji vpliv na sosednje celice (Julou in sod., 2013). 
 
2.6 SORODSTVENO RAZLIKOVANJE  
 
Kooperativno vedenje je občutljivo na goljufe, ki izkoriščajo skupno dobro, vanj pa ne 
vlagajo. Zato so se skozi evolucijo razvili mehanizmi, ki ščitijo kooperativno vedenje pred 
razmahom goljufov (Hamilton, 1964). Med zaščitne mehanizme štejemo tudi sorodstveno 
diskriminacijo (sorodstveno razlikovanje, ang. »kin discrimination«), ki temelji na 
diferencialnem vedenju do sorodnikov in manj sorodnih osebkov iste vrste  (Hamilton, 
1964), čeprav lahko sega tudi širše, izven vrste (Lyons in sod., 2017). To obliko vedenja 
najdemo v živalskem svetu (Fletcher in Michener, 1987), pri praživalih (Benabentos in sod., 
2009) in tudi pri bakterijah kot so Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli (povzeto po 
West in sod, 2006, 2007a; Strassman 2011), Myxococcus xanthus (Vos in Velicer, 2009) in 
Bacillus subtilis (Štefanič in sod., 2015; Lyons in sod., 2017). Sorodstveno razlikovanje je 
diferencialno vedenje, kjer osebki  škodujejo in/ali ignorirajo nesorodne celice ter sodelujejo 
s sorodniki (Strassman in sod., 2011). Vendar še ni močnih dokazov, da sorodstvena 
diskriminacija pri bakterijah evolucijsko ohranja kooperativnost. 
 
Čeprav sorodstvena diskriminacija ne vključuje vedno mehanizmov prepoznavanja 
sorodnikov (Straks, 2004), so nekatere bakterije sposobne prepoznati tiste celice, ki imajo 
enak sistem receptor-ligand ali receptor-receptor, kar ob stiku sproži vedenjski odziv (Wall, 
2016). Vendar še ni znano, če to prepoznavanje korelira s filogenetsko sorodnostjo. 
Mehanizem prepoznavanja običajno temelji na visoko polimorfnih zunajceličnih receptorjih, 
kjer se transmembranski proteini povežejo z ujemajočim proteinom sorodne sosednje celice. 
Na primer ob stiku dveh celic, ki se prepoznata, se sproži sistem tipa VI, ki v celico vbrizga 
efektorske proteine. Ti celico ubijejo, če ta ob stiku ne sintetizira antitoksina, ki prepreči 
napad. Ti sistemi sprožijo takoimenovano od kontakta odvisno inhibicijo (contact dependent 
inhibition, CDI) (povzeto po Ruhe in sod., 2013). Tudi pri bakteriji B. subtilis so odkrili CDI 
sistem WapAI (Foster, 1993). Ta sistem vključuje toksin WapA in antitoksin WapI. WapA 
je visoko polimorfen površinski protein in delecija tega lokusa (ki okvari tudi sintezo WapI) 
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sproži, da starševski sev ne prepozna mutante kot sorodne in jo napade (Lyons in sod., 2016). 
Diferencialno vedenje je torej lahko tudi posledica odsotnosti odpornosti na toksine 
/antibiotike, ki difundirajo v okolje. Zanimivo je, da so nesorodni sevi B. subtilis različni v 
več kot enem antagonističnem lokusu: genih za toksine/antitoksine, za antibiotike, v fagih, 
v celičnih površinskih molekulah ter regulatorjih odziva na stres (Lyons in sod., 2016). Z 
izločanjem različnih antibiotikov in toksinov ta bakterija uniči sebi nesorodne seve (Lyons 
in Kolter, 2017). 
 
Primer kooperativnega vedenja bakterij je rojenje, pri katerem se bakterije gibajo v skupinah 
(rojih) in pri tem izločajo surfaktante in so hiperobičkane. To jim omogoča, da hitreje 
zavzamejo nov prostor (Kearns in Losick, 2003). Bakterije vrste Bacillus subtilis 
spodbudimo k rojenju na pol-trdni površini, kot je 0,7 % agar. Ob stiku dveh genetsko enakih 
ali zelo sorodnih rojev se celice združijo v skupen roj, ob stiku dveh manj sorodnih rojev 
(»non-kin«) pa tvorijo mejno linijo. To socialno vedenje so Lyons in sod., (2016) in Štefanič 
in sod., (2015) opredelili kot sorodstveno razlikovanje (ang. »kin discrimination«), saj so 
bile mejne linije odsotne le pri kombinaciji sevov, ki so si bili na nivoju gospodinjskih genov 
podobni več kot 99,5 % (Štefanič in sod., 2015). 
 
V magistrski nalogi smo uporabili seve bakterijske vrste Bacillus subtilis, ki so bili izolirani 
iz vzorca tal z nabrežja reke Save in so na voljo na Katedri za mikrobiologijo Biotehniške 
fakultete (Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). Pri 39-ih sevih iz zbirke so sekvencirali štiri 
gospodinjske gene (gyrA, rpoB, dnaJ in recA) in na podlagi podobnosti med njimi 
konstruirali filogenetsko drevo (Štefanič in sod., 2015), kot je shematično prikazano na sliki 
1. To drevo pokaže, da se 39 sevov loči v 12 sorodstvenih skupin. Znotraj vsake skupine se 
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Slika 1: Sorodstvene skupine vrste Bacillus subtilis. A) Filogenetska rekonstrukcija štirih verižnih 
gospodinjskih genov (gyrA, rpoB, dnaJ in recA; 3.412bp) iz 39 izolatov B. subtilis. Ekotipi so označeni z 
različnimi barvami (modra, PE10; zelena, PE22; rumena, PE32). B) Sorodstvene skupine določene na osnovi 
vedenjskega odziva. Sevi so označeni s številkami in tisti, ki so znotraj krožnice, predstavljajo seve, ki se ob 
stiku združujejo v skupne roje. Med različnimi skupinami pa roji ob stiku tvorijo vidno linijo (povzeto po 
Štefanič in sod., 2015). 
 
2.7 SODELOVANJE IN TEKMOVANJE ZNOTRAJ BIOFILMA 
 
Mikroorganizmi večinoma živijo v večceličnih skupnostih – biofilmih, kjer vstopajo v 
interakcije. Osnovna predpostavka je, da se bo razvilo sodelovanje, če imajo povezane celice 
enak genotip na lokusu, ki določa socialno lastnost. Če se celice razlikujejo na socialnem 
lokusu, bo večja verjetnost, da se razvije tekmovanje. Sodelovanje med celicami se kaže z 
izločanjem kelatorjev železa (sideroforov), encimov, površinskih adhezinov, strukturnih 
polimerov, ki tvorijo matriks biofilma, in signalnih molekul. Tekmovanje se kaže v izločanju 
antibiotikov in direktnim vbrizgom toksinov v sosednje celice (npr. s sistemom za izločanje 
tipa VI (T6SS) (Nadell in sod., 2016). Poznamo tudi od kontakta odvisno inhibicijo, ki 
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Agregacija, prepoznavanje in pritrjevanje med gensko podobnimi bakterijami lahko 
predstavlja prednost (Rendueles in sod., 2015). Zaradi povezave in sodelovanja med 
celicami imajo celice znotraj biofilma prednost pred prosto plavajočimi celicami. Predvsem 
so bolj zaščitene pred zunanjimi vplivi in učinkovitejše razgradijo kompleksna hranila 
(Nadell in sod., 2016). Sodelovanje se lahko razvije med dvema sorodnima posameznikoma, 
ki si delita enake prednosti (homotipično sodelovanje) ali med dvema populacijama, ki si 
izmenjujeta različne prednosti, kot je na primer mutualistično povezovanje (Momeni in sod., 
2013). Hamilton (1964) razlaga, da lahko evolucijo sodelovanja razložimo z direktnim 
vplivom na fitnes sevov, ki so genetsko visoko sorodni. Vedenje do genetsko manj sorodnih 
predstavnikov iste vrste pa je bolj pogosto sovražno oziroma drugačno kot do visoko 
sorodnim. Ta pojav imenujemo sorodstvena diskriminacija (ang. »kin discrimination«). 
Teoretični modeli so pokazali, da značilnosti biofilma, kot so bližina med celicami, omejen 
prenos molekul (gosta sluz omeji difuzijo) in prostorsko strukturiranje, podpirajo 
sodelovanje med gensko podobnimi celicami in na ta način izločijo kradljivce (Rendueles in 
sod., 2015). 
 
Bakterije so razvile kompleksne regulatorne poti za odzivanje na spremembe v okolju. 
Podobno so poti, ki regulirajo kooperativne lastnosti, ravno tako odzivne na okolje, kar omeji 
goljufe. Primer take omejitve goljufov je fakultativno sodelovanje, ki poteka le v primeru, 
ko je cena sodelovanja nizka oziroma dobiček zaradi sodelovanja največji (Bruger in Waters, 
2015). Skupna dobrina najbolj učinkovito deluje pri visoki koncentraciji dobrine in 
zadostnem številu celic, ki jo proizvajajo. Zato je sinteza skupne dobrine velikokrat 
regulirana preko sistema za zaznavanje kvoruma (QS) (Hense in Schuster, 2015). Poleg 
sistema za QS obstajajo tudi dodatni mehanizmi, ki omejujejo goljufe, kot so metabolno 
omejevanje, metabolna preudarnost, prostorska razporeditev in »nadziranje« (ang. 




Izbran sev opredelimo kot tekmovalen, če povzroča zmanjšanje fitnesa seva, s katerim 
tekmuje. Tekmovanje lahko karakteriziramo kot a) indirektno izkoriščevalsko tekmovanje 
(ang. »exploitative competition«), kjer  organizem 1 prepreči/zmanjša dostop hranil 
organizmu 2; ter b) direktno tekmovanje s škodljivimi komponentami (ang. »interference 
competition«), kjer organizem 1 poškoduje organizem 2 in mu tako zniža fitnes (Rendueles 
in sod., 2015). Večini bakterij znotraj biofilma primanjkuje kisika in hranil, kar zavira 
njihovo rast. V biofilmu kot je kolonija zato pričakujemo intenzivno tekmovanje za hrano, 
kisik in prostor (Rendueles in sod., 2015). Med rastjo in posledično povečanjem biomase se 
mikrobi širijo po prostoru in tekmujejo z drugimi za kolonizacijo prostora, kjer je prisotno 
več hranil. Tretji in manj pogost dejavnik, ki lahko zviša možnost preživetja, je sprejem 
11 
Mozetič M. Kompeticija med sevi Bacillus subtilis v biofilmih.  
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
eDNA, kar mikroorganizmi lahko uporabljajo kot vir hranil in koristnih lastnosti, ki 
izboljšajo možnost preživetja in prilagajanja (Ghoul in sod., 2016). 
 
2.8 PROSTORSKA RAZPOREDITEV 
 
Na prostorsko razporeditev bakterijskih celic znotraj biofilma vpliva okoljski stres, 
plenjenje, prisotnost hranil, pritrjevanje in vzorci premikanja celic (Nadel in sod., 2016). 
Prostorska razporeditev celic je ključna za razvoj sodelovanja, ki je pomembno pri razgradnji 
kompleksnih hranil (npr celuloza, proteini) (Nadell in sod., 2016). V mešanih populacijah je 
sodelovanje manj stabilno, saj nekooperativne celice lažje pridejo do dobrin ne da bi pri tem 
vložile energijo. Pri tem je pomembno, kako hitro bo skupna dobrina difundirala z mesta 
nastanka. Na to vpliva hitrost produkcije skupne dobrine, transport in difuzija ter razgradnja 
in prevzem končnega produkta (npr hranila, sideroforov). Celice ta problem rešijo tako, da 
se znotraj biofilma prostorsko ločijo od celic, ki ne sintetizirajo skupne dobrine (Nowak in 
sod., 2010). Celice, ki ne vložijo energije, tako težje dostopajo do produktov, ki jih izločajo 
kooperativne celice (van Gestel in sod., 2014). Raziskave so tudi pokazale, da difuzija in 
koncentracija substrata, ki je potrebna za rast celic, vplivata na prostorsko razporeditev celic 
(Nadell in sod., 2010). Pri visoki koncentraciji ne bo prostorske segregacije celic, pri nižji 
celični gostoti pa bo stopnja segregacije večja. Poleg koncentracije substrata ima na 
prostorsko razporeditev celic vpliv tudi debelina aktivnega sloja kolonije (Kitsunezaki, 
1997; Motoike, 2007). Sprememba v dostopnosti hranil, difuziji hranil, učinkovitosti 
celičnega metabolizma, stopnji celične rasti in gostota celic lahko vplivajo na ločitev sicer 
dobro premešane populacije in segregacijo v zaplate (Nadell in sod., 2010). 
 
Zadnje raziskave so pokazale, da izločanje celičnega polimera, ki kooperativno pomaga 
celicam pri širjenju na agarski plošči, prispeva k segregaciji populacij (Nadell in sod., 2016). 
Poznamo tri različne izide segregacije. Prvi način segregacije nastopi pri nizki gostoti celic, 
kjer se posamezne celice razporedijo na površini ločeno ena od druge. Drugi je pri visoki 
gostoti celic, kjer imamo dva možna izida: celice z enakim genotipom se lahko prostorsko 
ločijo ali pa tvorijo mešano populacijo (Nadell in sod., 2016). Tudi ko so različni sevi ali 
vrste dobro pomešane med seboj, se populacije ob primanjkljaju hranil ločijo od ostalih 
zaradi začasnega zmanjšanjapopulacije (ang. »bottle neck«), ki se tako loči od aktivno 
rastočih celic v ospredju. V majhnih populacijah dobi pomen genetski zdrs (Hallatschek in 
sod., 2007), ki ga definiramo kot spremembo v frekvenci alela v populaciji zaradi 
naključnega vzorčenja organizmov (povzeto po Masel, 2011). Zaradi genetskega zdrsa se 
lahko določen alel fiksira v populaciji, kar pomeni, da izpodrine vse ostale alele (Horng Kuo 
in sod., 2009). V koloniji lahko genetski zdrs inducira ločitev (segregacijo) dveh populacij 
na monoklonske sektorje (Nadell in sod., 2016).   
 
Celice lahko povečajo verjetnost, da bodo ostale zraven svojih klonov tako, da ostanejo 
povezane s svojimi predniki po celični delitvi. Temu rečemo mati-hči povezava in jo 
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najdemo tako pri prokariontih kot evkariontih (Tarnita in sod., 2003). Na arhitekturo 
biofilma vpliva tudi zunajcelični matriks, ki lokalno in globalno poveže celice v agregate 
(zaplate). Z izločanjem izvenceličnega matriksa lahko populacija poveča volumen celične 
skupine hitreje kot le s celično delitvijo, s čimer dobi prednost, a to vpliva tudi na 
strukturiranost biofilma in potencialno lahko sproži fizično ločevanje tekmovalnih sevov. 
(Xavier in Foster, 2007). Drug mehanizem za pridobitev boljše prostorske razporeditve 
znotraj biofilma je močna vezava na podlago. To so dokazali v biofilmih V. cholera, kjer so 
celice, ki izločajo matriks, izrinile iz biofilma celice, ki ne izločajo matriksa preko povečane 
povezave celica- celica ali povečane povezave celica-podlaga (Schluter in sod., 2015; Nadell 
in Bassler, 2011). 
 
2.8.1 Vpliv socialnih interakcij na prostorsko razporeditev 
 
Ekološke vrste vstopajo v različne tipe odnosov: nevtralizem, komenzalizem, amenzalizem, 
kompeticija, predatorstvo, antagonizem, mutualizem (simbioza), sinergizem in parazitizem. 
Združbe z asimetričnimi socialnimi interakcijami (komenzalizem, amenzalizem in 
parazitizem) imajo nestabilno strukturo, kjer vrste, ki imajo korist od socialnega 
povezovanja, prevladajo v populaciji. Posledično vrste, ki nimajo koristi od socialnega 
povezovanja, propadejo ali pa predstavljajo manjšino znotraj populacije. V nasprotju pa 
imajo populacije s simetričnim povezovanjem (mutualizem, nevtralizem in tekmovanje), 
bolj enakomerno obstojnost znotraj populacije ne glede na tip socialnega povezovanja. Kljub 
temu so prostorske razporeditve teh populacij različne. Mutualistično povezovanje ima bolj 
homogenizirano strukturiranost kot kontrola (nevtralizem) (Muller in sod., 2013), medtem 
ko tekmovalna interakcija kaže visoko stopnjo segregacije. Vseeno je treba omeniti, da imajo 
začetni parametri populacije vpliv na številčnost posamezne vrste, ne spremenijo pa 
prostorske razporeditve, ki je znana za posamezni tip povezovanja (Blanchard in Lu, 2015). 
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Slika 2: Parna socialna interakcija pri bakterijah. A) Celične interakcije vključene med produkcijo metabolnih 
produktov. Metabolni produkti od ene bakterijske vrste so lahko škodljivi (npr. toksin), koristni (npr. skupna 
dobrina) ali pa nimajo vpliva na sosednje celice. B) Prikaz 6 značilnih tipov interakcij med dvema vrstama 
bakterij. C) Značilna prostorska razporeditev dvovrstne bakterijske populacije za različni socialni tip 
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Prostorska razporeditev različnih genotipov je ključna za evolucijo kooperativnih in 
antagonističnih fenotipov v mikrobni populaciji. Poleg tega lahko ti socialni fenotipi 
povratno vplivajo na razporeditev genotipov znotraj biofilma. Mehanizme povratnega vpliva 
ločimo na dve glavni kategoriji. V prvi sodelovalni in tekmovalni fenotip vplivata na fitnes 
sosednjih celic (povečanje ali zmanjšanje frekvence posameznega seva) in s tem na strukturo 
in sestavo populacije. V drugi pa mikroorganizmi vplivajo na povezave s sosednjimi 
celicami preko adhezinov in izločanja zunajceličnega matriksa in s tem vplivajo na 




Slika 3: Vpliv socialnih fenotipov na prostorsko razporeditev populacij znotraj biofilma. Celice iste barve 
predstavljajo določeno celično linijo (različna vrsta ali različni sevi znotraj vrste). a) Iz začetne mešane 
populacije, antagonistični fenotip (kot je sekrecija toksinov) lahko uniči celice v bližini, kar pelje do večje 
homogenizacije populacije enakega genotipa, kar je vidno kot večja zaplata. b) Mutualistični genotipi se 
povezujejo in lahko izpodrinejo tretjo populacijo, ki ne prispeva k boljši rasti. c) Prostorska omejitev ali 
naključno pridobljene prednosti pri zasedanju prostora (genetski drift) omogočajo, da kooperativne populacije 
podpirajobližnje klone, ki pa ne sintetizirajo skupne dobrine. Ti lahko posledično pridobijo prednost, saj se 





Mozetič M. Kompeticija med sevi Bacillus subtilis v biofilmih.  
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
2.8.2 Vpliv agregatov na prostorsko razporeditev 
 
Teoretično razvoj biofilma poteka tako, da posamezne celice pristanejo na podlagi, se 
pritrdijo in tvorijo mikro kolonije, ki se zaradi celične delitve razvijejo v tridimenzionalne 
strukture (Monds in sod., 2009). Bakterije tvorijo večcelične skupke tudi v tekoči kulturi 
(planktonska oblika) in se iz zrelega biofilma odcepljajo kot skupek celic in ne kot 
posamezne celice. Posledično lahko celice pristanejo na podlagi kot agregat in ne kot 
posamezna celica. V raziskavi (Melaugh in sod., 2016) so z matematičnim modeliranjem 
pokazali, da imajo lahko začetni agregati velik in dolgotrajen vpliv na prostorsko 
razporeditev celic znotraj biofilma tudi po nekaj generacijah celične rasti. Ob odsotnosti 
tekmovanja za hranila je privilegiran agregat, ki se hitreje razširi po površini, ta ima prednost 
tudi v začetku rasti. Med izrazitim tekmovanjem pa bo v prednosti agregat okrogle oblike, 
ta ima prednost tudi med razvojem biofilma. Ta vpliv izhaja iz razmerja med višino biofilma 
(hranila difundirajo od površine podlage navzgor) in pokritostjo površine podlage. Ko 
tekmovanje ni prisotno, je površina bolj pomembna kot višina biofilma. Med tekmovanjem 
pa višina postane bolj pomembna, saj celicam na vrhu agregata ni potrebno tekmovati za 
hranila s celicami na površini. Okrogel agregat je pri danem volumnu višji kot razširjen 
agregat, zato ima med tekmovanjem večji fitnes (prednost), kar lahko zaznamo šele po nekaj 




Slika 4: Začetna razporeditev agregatov vpliva na morfologijo biofilma. Simulacija treh začetnih agregatov na 
površini in biofilmi, ki nastanejo iz teh agregatov po 48h (prirejeno po Melaugh in sod., 2016)  
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3.1.1 Bakterijski sevi 
 
V nalogi smo uporabili seve, ki so bili izolirani iz nabrežja reke Save (Štefanič in Mandić-
Mulec, 2009). Sevi so imeli v genom vključen reporterski protein mKate in YFP. Sevi in 
njihovi genotipi so zapisani v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Sevi in genotipi bakterij, ki smo jih uporabili za poskuse 
Številka seva v zbirki Bakterijski sev- izhodni  Genotip rekombinantnega seva 
BM1449 Bacillus subtilis PS-18 amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) 
BM1451 Bacillus subtilis PS-68 amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) 
BM1312 Bacillus subtilis PS-196 amyE::Phyperspank-mKate (Cm) 
BM1314 Bacillus subtilis PS-216 amyE::Phyperspank-mKate (Cm) 
BM1322 Bacillus subtilis PS-218 amyE::Phyperspank-mKate (Cm) 
BM1516 Bacillus subtilis PS-18 amyE::PhyperCIo3-YFP (Sp) 
BM1477 Bacillus subtilis PS-68 amyE::PhyperCIo3-YFP (Sp) 
BM1313 Bacillus subtilis PS-196 amyE::PhyperCIo3-YFP (Sp) 
BM1315 Bacillus subtilis PS-216 amyE::PhyperCIo3-YFP (Sp) 




Vse uporabljene kemikalije so napisane v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Uporabljene kemikalije  
Kemikalija Proizvajalec 
Nutrient broth Biolife, Nemčija 
KCl Sigma-Aldrich, ZDA 
Ca(NO₃)₂ x 4H₂O Merck, Nemčija 
FeSO₄ Merck, Nemčija 
MnCl₂ Sigma-Aldrich, ZDA 
Glukoza  Sigma-Aldrich, ZDA 
D-riboza  Sigma-Aldrich, ZDA 
LB agar CONDA, Španija 
LB broth CONDA, Španija 
Agar-agar Sigma-Aldrich, ZDA 
NaCl Sigma-Aldrich, ZDA 
Kloramfenikol  Sigma-Aldrich, Nemčija 
Spektinomicin Sigma-Aldrich, Nemčija 
Glicerol Kemika, Hrvaška 
Etanol(99,5%) Sigma-Aldrich, ZDA 
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3.1.3 Laboratorijska oprema 
 
Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili za izvajanje poskusov, je podana v preglednici 
4. 
 
Preglednica 4: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtoklav Kambič, Slovenija 
Laminarij ESCO, ZDA 
Topla kopel Julabo, Nemčija 
Analitska tehtnica Mettler Toledo, ZDA 
Tehtnica Vibra, Avstrija 
Magnetno mešalo Domel, Slovenija 
Mešalo VELPscientifica, Italija 
Rastna komora LTH, Slovenija 
Mikroskop Zeiss, Nemčija 
Avtomatske piptete Eppendorf, Nemčija 
Lupa Leica, Nemčija 
Ultrazvočni dezintegrator Soniprep, ZDA 
Centrifuga SIGMA, Nemčija 
Grelec(block heater) GOLIAS, Slovenija 
Stresalnik Tehtnica, Slovenija 
 
3.1.4 Laboratorijski material 
 
Laboratorijski material, ki smo ga uporabili v poskusu, je podan v preglednici 5. 
 
Preglednica 5: Laboratorijski material 
Laboratorijski material Proizvajalec 
Filtri  Sartorius stedim, Nemčija 
Mikrocentrifugirke DELTALAB, Španija 
Pipetni nastavki SARSTEDT, Nemčija 
Petrijevke(70 mm, 90 mm) GOLIAS, Slovenija 
Cepilne zanke GOLIAS, Slovenija 
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Uporabili smo antibiotika kloramfenikol in spektinomicin. Oba antibiotika smo sterilizirali 
s filtrom premera 0,2 μm in ju alikvotirali v 1,5 ml mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirke 
s sterilnim antibiotikom smo hranili v zmrzovalniku pri -20 ⁰C. 
 
Kloramfenikol(Cm) 
0,1 g kloramfenikola smo raztopili v 10 ml 99,5 % etanola. Tako smo pripravili 
kloramfenikol v koncentraciji 10 mg/ml. 
Spektinomicin(Sp) 
0,61 g spektinomicin hidroklorid smo raztopili v 10 ml destilirane vode. Tako smo pripravili 
spektinomicin v koncentraciji 50 mg/ml. 
 
3.1.5.2 Založne raztopine komponent za gojišča 
 
Raztopine kemikalij smo sterilizirali z avtoklaviranjem pri 110 ⁰C 20 minut. 
 
1M Magnezijev sulfat (MgSO₄) 
V falkonko smo zatehtali 1,23 g MgSO₄ in dolili 5 ml destilirane vode. 
 
1M Kalcijev nitrat (Ca(NO₃)₂)  
V falkonko smo zatehtali 1,18 g Ca(NO₃)₂ in dolili 5 ml destilirane vode. 
 
10mM Železov sulfat (FeSO₄) 
V falkonko smo zatehtali 0,0139 g FeSO₄ in dolili 5 ml destilirane vode. 
 
0,1M Magnezijev klorid (MnCl₂)  
V falkonko smo zatehtali 0,081 g MnCl₂  in dolili 5 ml destilirane vode. 
 
1M glukoza 
V falkonko smo zatehtali 0,9008 g glukoze in dolili 5 ml destilirane vode. Falkonko smo 
postavili v čašo s segreto vodo, da se je glukoza hitreje raztopila. 
 
1M D-riboza 
V falkonko smo zatehtali 0,75g D-riboze in dolili 5ml destilirane vode.  
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3.1.6.1 LB agar 
 
Pri poskusu smo pripravili 2 % Luria-Bertani (LB) agar. V erlenmajerico (volumen 500 ml) 
smo zatehtali 8 g LB agarja in 8 g agarja (20 g/l agarja, da dobimo 2% LB agar). Nato smo 
gojišče z dodanim agarjem raztopili v 400ml destilirane vode. Gojišče smo avtoklavirali in 
ohladili na 55 ⁰C v topli kopeli. 
  
Koncentracije antibiotikov v gojišču: 
Za seve označene z reporterskim proteinom YFP smo dodali v gojišče spektinomicin (Sp) 
do končne koncentracije 100 μg/ml. 
Za seve označene z reporterskim proteinom mKate smo dodali v gojišče kloramfenikol (Cm) 
do končne koncentracije 5 μg/ml. 
400 ml ohlajenemu LB agarju smo dodali 200 μl kloramfenikola ali 800 μl spektinomicina. 
Gojišče smo nato razlili v petrijevke s premerom 90 mm. 
 
3.1.6.2 LB tekoče gojišče  
 
V 1 l destilirane vode smo raztopili 20 g LB broth. Gojišče smo avtoklavirali in ga do 
uporabe shranili v hladilnik na 4 ⁰C. 
 
3.1.6.3 SM tekoče gojišče 
 
V 100 ml destilirane vode smo raztopili 1,6 g NB (ang. »nutrient broth«) in 0,2 g KCl. 
Gojišče smo avtoklavirali. Ohlajenemu gojišču smo dodali: 
100 μl 1M MgSO₄ 
100 μl 1M Ca(NO₃)₂ 
10 μl 10mM FeSO₄ 
10 μl 0,1M MnCl₂ 
285 μl 1M glukoze 
285 μl 1M D-riboze 
 
3.1.6.4 SG trdno gojišče 
 
V erlenmajerico smo zatehtali 5,6 g NB in dolili 350 ml destilirane vode. Gojišče smo 
raztopili s pomočjo magnetnega mešala. Raztopljenemu gojišču smo dodali 0,7 g KCl in 
5,25 g agarja (1,5 % agar-trdno gojišče). Gojišče smo sterilizirali z avtoklaviranjem in ga 
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350 μl 1M MgSO₄ 
350 μl 1M Ca(NO₃)₂ 
35 μl 10mM FeSO₄ 
35 μl 0,1M MnCl₂ 
903 μl 1M glukoze 




3.2.1 Priprava spor 
 
V 5 ml LB tekočega gojišča smo pripravili prekonočno kulturo bakterijskih sevov iz zbirke, 
ki jo shranjujemo pri temperaturi -80 ⁰C. Kulturo smo inkubirali 16 h na 37 ⁰C, s stresanjem 
pri 200 rpm (obratih v minuti). Prekonočno kulturo (1% inokulum) smo prenesli v 5 ml SM 
(sporulation medium) gojišča z dodanim antibiotikom. V gojišče, kamor smo prenesli seve, 
označene z reporterskim proteinom mKate, smo dodali 2,5 μl kloramfenikola. Končna 
koncentracija antibiotika v SM gojišču je bila 5 μg/ml. V SM gojišče, kamor smo prenesli 
seve, označene z reporterskim proteinom YFP, smo dodali 10 μl spektinomicina. Končna 
koncentracija antibiotika v gojišču je bila 100 μg/ml. Kulturo smo gojili 4 dni na 37 ⁰C s 
stresanjem pri 200 rpm. Po 4 dneh smo bakterijsko kulturo prelili v falkonke in jo skuhali v 
termo bloku na 70 ⁰C 1h. Celične ostanke in gojišče smo odstranili s centrifugiranjem v 3 
ciklih (10000 g, 10 min). Po vsakem ciklu smo supernatant odlili, usedlino pa resuspendirali 
v 5 ml fiziološke raztopine (0,9 %NaCl). Po spiranju smo iz suspenzije spor pripravili 
preparat in z mikroskopom ocenili približno število spor v vzorcu. Na podlagi tega smo se 
odločili za primerna redčenja, ki smo jih uporabili za določanje števila spor v vzorcu. Število 
spor smo zapisali v enoti CFU (ang. »colony forming unit«). Po določitvi števila spor smo 
suspenziji spor dodali glicerol, tako da je bila končna koncentracija glicerola 11 %, založna 
koncentracija pa 80 %. Spore smo alikvotirali v mikrocentrifugirke in jih shranili v 
zmrzovalniku pri temperaturi -20 ⁰C. Pripravili smo 2 ponovitvi spor, da preverimo 
ponovljivost rezultatov. 
 
3.2.2 Določanje števila spor  
 
Število spor v suspenziji smo določili z metodo CFU (ang. »colony forming unit«). Pred tem 
smo redčitve najprej analizirali pod mikroskopom. Slikali smo vidno polje in s programom 
ImageJ določili število spor na vidnem polju. S podatki o površini vidnega polja, površini 
krovnega stekla, številu preštetih celic in številu celic na krovnem stekelcu smo določili 
število spor v 1ml tekočine. Na podlagi tega rezultata smo  v nadaljevanju analizirali redčitve 
10-5, 10-6 in 10-7, ki smo jih pripravili tako, da smo suspenzijo spor 10 krat redčili (900 μl 
fiziološke raztopine + 100 μl suspenzije spor) do redčitve 10-7. 100 l redčitve 10-5, 10-6 
oziroma 10-7 smo razmazali na 2 % LB- agar s steklenimi kroglicami. Seve, označene z 
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reporterskim proteinom mKate, smo razmazali na 2 % LB agar s kloramfenikolom. Seve, 
označene z reporterskim proteinom YFP, smo razmazali na 2 % LB agar s spektinomicinom. 
Gojišča smo inkubirali pri 37 ⁰C, 24 h. Naslednji dan smo prešteli število kolonij in izračunali 
začetno koncentracijo celic. Rezultati so prikazani v preglednici 6. 
 
Izračun volumna začetnega števila celic za poskus smo pripravili kot sledi: 




                   …(1) 
c1= CFU/ml (začetno število celic) - določili z razmazom na 2 % LB agar 
c2= 5×10⁸ CFU/ml (željeno končno število celic) 
V2=100 μl 
V1= nas zanima (potrebna koncentracija celic)  
 
Preglednica 6: Začetno število (c1) celic (CFU/ml) za posamezni sev v zamrznjenih kulturah za ponovitev A 
in ponovitev B  
Sev Ponovitev A (CFU/ml) Ponovitev B (CFU/ml) 
PS-18 1,45 × 109 1,4 × 109 
PS-68 1,49 × 109 1,72 × 109 
PS-196 1,52 × 109 1,49 × 109 
PS-216 1,93 × 109 1,50 × 109 
PS-218 1,11 × 109 1,35 × 109 
PS-18 1,87 × 109 1,36 × 109 
PS-68 1,80 × 109 1,33 × 109 
PS-196 1,89 × 109 1,68 × 109 
PS-216 1,91 × 109 1,32 × 109 
PS-218 1,43 × 109 1,02 × 109 
 
3.2.3 Priprava vzorca za poskus 
 
Pri vsakem poskusu smo začetni vzorec pripravili po enakem postopku. Suspenzijo spor smo 
pripravili v dveh ponovitvah in njihovo število kvantificirali z določanjem CFU/ml. Na 
podlagi teh podatkov (preglednica 6) smo spore določenega seva redčili s fiziološko 
raztopino do končne koncentracije 5×10⁸ CFU/ml. Ta nam je služila kot začetni inokulum 
pri vseh poskusi v nadaljevanju. Tako smo zagotovili, da smo imeli enako število spor 
posameznega seva na začetku poskusa. Po mešanju dveh izbranih sevov smo imeli v 
mikrocentrifugirki koncentracijo spor 5×10⁵ CFU/μl (5×10⁵ CFU/μl sev 1 + 5×10⁵ CFU/μl 
sev 2). Vzorec smo 5 x redčili s fiziološko raztopino (10 x redčitev) in posamezne redčitve 
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Slika 5: Shema priprave vzorca, ki smo ga uporabili za nacepljanje kolonij in njihovo analizo z lupo ter za 
kvantifikacijo relativnega fitnesa posameznega seva v kokulturi. Na začetku smo pripravili primerljivo 
koncentracijo spor za oba seva, ki smo ju mešali v razmerju 1:1 s končnim volumnom 100 μl kot je prikazano 
na shemi. Vzorec smo 10 x redčili do redčitve 10-5 (koncentracija spor 5x102 CFU/ml). Izbrane redčitve smo 
nacepili na plošče v 3 ponovitvah po 2 μl). 
 
3.2.4 Izračun relativnega fitnesa posameznega seva 
 
Relativni fitnes posameznega seva smo določili za veliko gostoto celic, redčitev 10-1 
(koncentracija celic 10⁷ CFU/ml, ~ 20 000 celic/2 μl) in za majhno gostoto celic, redčitev 
10ˉ⁵ (koncentracija celic 10² CFU/ml, ~5-10 celic/2 μl). V poskusu smo primerjali mešanice 
dveh sevov v različnih kombinacijah enakih sevov (»self«), nesorodnih (»non kin«) in 
sorodnih (»kin«) sevov. Pri vsaki kombinaciji smo naredili tudi kombinacije z obratnimi 
reporterskimi proteini. Premer kapljice, ki smo jo nacepili na SG gojišče, je bil približno 5 
mm. Grafični prikaz potencialnih interakcij med sevi je podan na sliki 6. 
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Slika 6: Prikaz izbranih kombinacij za izračun relativnega fitnesa posameznega seva.  
 
Prvotno koncentracijo spor posameznega seva smo redčili tako, da so imeli vsi sevi enako 
končno število spor, to je 5×10⁷ CFU/ml. Seve smo mešali v razmerju 1:1 (50μl+50μl). To 
mešanico sevov smo redčili s fiziološko raztopino do redčitve 10-5; v izbranih redčitvah smo 
vsakič preverili začetno število celic z določanjem CFU na selekcijskemu gojišču 2 % LB 
agar + izbran antibiotik (glej spodaj).  Eksperiment smo izvedli z nanosom 2 l vzorca za 
redčitev 10-1 (5x10⁴ CFU/μl) in redčitev 10-5 (5 CFU/μl) v 3 ponovitvah na SG agarizirano 
gojišče. Nacepljena gojišča smo inkubirali 24 h pri 37 ⁰C. Zrasle kolonije smo pogledali z 
lupo s 3 različnimi filtri (UV, mCherry in GFP) in dokumentirali s fotografiranjem z 
vgrajeno kamero. Za določanje CFU v vsaki koloniji smo kolonijo postrgali z agarja s 
sterilno cepilno zanko, celice resuspendirali v 1 ml fiziološke raztopine, sonicirali z 
ultrazvočnim dezintegratorjem pri amplitudi 15 mikronov v 3 ponovitvah po 10 sekund z 20 
sekundnimi premori. Suspenzijo celic smo nato redčili do redčitve 10-6. Redčitvi 10-5 in 10-
6 smo razmazali na 2 % LB agar z dodanim spektinomicinom in na 2 % LB agar z dodanim 
kloramfenikolom v 2 ponovitvah. LB agarske plošče smo inkubirali 24 h pri 37 ⁰C. Naslednji 
dan smo prešteli število kolonij. S podatki števila kolonij pred inkubacijo (4) in števila 
kolonij po inkubaciji (3) smo izračunali frekvenco posameznega seva. Iz frekvenc smo 
izračunali (2) relativni fitnes posameznega seva. Statistične napake smo podali s podatki 
standardne deviacije in izvedili t-test za neodvisna vzorca. 
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          …(2) 
         
 𝑓𝑘 𝑠𝑒𝑣𝐴1 =
𝐶𝐹𝑈𝑠𝑒𝑣 𝐴1
𝐶𝐹𝑈𝑠𝑒𝑣 𝐵1+𝐶𝐹𝑈𝑠𝑒𝑣 𝐴1
       …(3) 
 
 𝑓𝑧 𝑠𝑒𝑣𝐴0 =
𝐶𝐹𝑈𝑠𝑒𝑣 𝐴0
𝐶𝐹𝑈𝑠𝑒𝑣 𝐵0+𝐶𝐹𝑈𝑠𝑒𝑣 𝐴0
       …(4) 
 
 
fk= frekvenca izbranega seva po 24 h inkubaciji 
fz= frekvenca izbranega seva v zečetnem inokulumu 
 
V izračunu v enačbah  (3) in (4) oznaka A predstavlja sev, ki ima v genomu zapis za 
reporterski protein mKate in za odpornost na antibiotik kloramfenikol. A1 je število celic po 
24 h inkubacije; A0 je začetno število celic. B predstavlja sev, ki ima v genomu zapis za 
reporterski protein YFP in za odpornost na antibiotik spektinomicin. B1 je število celic po 
24 h inkubacije; B0 je začetno število celic. 
 
3.2.5 Opazovanje kolonij z lupo 
 
Kolonije smo vzgojili kot je opisano v poglavju 3.2.4. Opisan postopek je ilustriran na sliki 
5. Kolonije smo pripravili v 3 bioloških ponovitvah, kot je opisano v poglavju 3.2.4. Po 24 
urah inkubacije smo kolonije pregledali z lupo s 3 različnimi filtri (UV, mCherry in GFP) 
pri 8x povečavi in videno dokumentirali s fotografiranjem. Z UV filtrom, kjer se kolonija 
osvetli s halogenskim virom svetlobe (vidni spekter 380-750 nm) smo ugotovljali 
morfologijo kolonije. S filtrom mCherry smo opazovali celice, označene z reporterskim 
proteinom mKate, ki sveti rdeče (vzbujanje pri 570 nm, emisija pri 620 nm). S filtrom za 
GFP smo opazovali celice, označene z reporterskim proteinom YFP, ki sveti v rumenem 
spektru (vzbujanje pri 500 nm, emisija pri 530 nm). Celice so svetile zeleno zaradi uporabe 
GFP filtra. Pri uporabi filtrov mCherry in GFP je bila v laboratoriju popolna tema, saj smo 
uporabljali fluorescenčni vir svetlobe. Pregledali smo vse 3 ponovitve kolonij. Z vgrajeno 
kamero smo fotografirali samo eno reprezentativno kolonijo. Slike kolonij smo analizirali s 
programom ImageJ in jih smiselno uredili v programu PowerPoint10. Opazovali smo 
morfologijo kolonij, vpliv inkubacijskega časa na rast in segregacijo sevov znotraj kolonije 
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3.2.5.1 Vpliv inkubacijskega časa  
 
Za določitev vpliva inkubacijskega časa na rast kolonije smo naredili dva ločena poskusa 
(14 in 24 h) in (3, 6, 9, 24 h). Eksperimentalne variante kolonij smo pripravili kot je opisano 
zgoraj. Poskus smo izvedli le pri visoki gostoti celic (10⁷ CFU/ml) in kolonije fotografirali 
po 14 h in 24 h inkubacije pri 37 oC v pokriti posodi z brisačko.  
 
V drugem poskusu nas je zanimala dinamika rasti dveh nesorodnih sevov (PS-216mKate in 
PS-218YFP oz PS-216YFP in PS-218mKate). Seve smo nacepili v razmerju 1:1 (vsak sev v 
koncetraciji 5×10⁷ CFU/ml) kot suspenzijo 2 μl v treh ponovitvah in inkubirali pri 37 ⁰C.  
Kolonije smo fotografirali pri 8x povečavi po 3, 6, 9 in 24 h inkubacacije.   
 
3.2.5.2 Vpliv razmerja  
 
Za določanje vpliva razmerja dveh sevov na prostorsko razporeditev znotraj kolonije smo 
naredili dva ločena poskusa. Pri obeh poskusih smo izbrali »non-kin« kombinacijo sevov 
216 in 218 (v obeh kombinacijah: PS-216mKate+PS-218YFP in PS-216YFP+PS-
218mKate) in jih nacepili v različnih razmerjih (4:1, 1:1 in 1:4). Mešanico sevov smo redčili 
s fiziološko raztopino do 10-5 (10² celic/ml) in na SG plošče nacepili redčitve 10-1 (5x10⁷ 
celic/ml), 10-3 (5x10⁵ celic/ml) in 10-5 (5x10² celic/ml) za vsa tri razmerja. V naslednjem 
poskusu smo primerjali še razmerja 1:1, 1:9 (končni volumen mešanice je bil 100μl) in 1:19 
(končni volumen mešanice je bil 200 μl), pri čemer je bil sev PS-218. Izbrana razmerja smo 
redčili do redčitve 10-5 in na agarizirano gojišče SG nacepili redčitve 10-1, 10-3 in 10-5 za vsa 
tri razmerja v treh ponovitvah. Plošče smo postavili v posodo z mokro brisačko, jo pokrili s 
pokrovom in inkubirali 24 h pri 37 ⁰C. Mešanice so navedene tudi v preglednici 7.  
 
Preglednica 7: Prikaz ustreznega volumna določenega seva pri »non kin« kombinaciji za določeno razmerje 
  1. poskus 2. poskus 
Kombinacija 4:1 1:1 1:4 1:1 1:9 1:19 
PS-216+PS-218 80 μl:20 μl 50 μl:50 μl 20 μl:80 μl 50 μl:50 μl 10 μl:90 μl 10 μl:190 μl 
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4.1 MORFOLOGIJA KOLONIJ POSAMEZNEGA SEVA 
 
Kolonije smo slikali z lupo. Na sliki 7 so prikazane kolonije različnih sevov (imena sevov 
Bacillus subtilis PS- so podana na levi strani panela) pri treh izbranih redčitvah. 
Ugotavljamo, da tip označevalca (reporterski protein) in redčitev vplivata na sev PS-18, kar 
ne znamo razložiti in je lahko tudi posledica mutacije v rekombinantnem sevu. Zato smo ta 
sev izločili iz nadaljnjih raziskav. Razlika v morfologiji med sevi, označenimi z različnimi 
reporterskim proteinom, se je pojavila tudi pri sevih PS-196, PS-216 in PS-218, vendar le 
pri najmanj redčenem (10-1, koncentracija 10⁷ CFU/ml) začetnem inokulumu. Pri višjih 




Slika 7: Morfologija kolonij posameznih sevov, ki so bili označeni z reporterskim proteinom mKate ali YFP. 
Od leve proti desni lahko vidimo, kako se morfologija kolonije spreminja z gostoto celic. Redčitev 10-1 (velika 
gostota celic; ~100 000 celic/μl), 10-5 (majhna gostota celic; ~10 celic/μl). Slike so narejene z kamero vgrajeno 
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4.2 RELATIVNI FITNES  
 
Pri izračunu relativnega fitnesa (w) posameznega seva v kombinaciji z enakim (»self«) ali 
sorodnim (»kin«) ali manj sorodnim (»non-kin«) sevom iste vrste smo upoštevali število 
celic v inokulumu in v koloniji po 24 urah inkubacije. Če je vrednost w = 1, imata oba seva 
enak fitnes; če je w  1, ima izbrani sev slabši fitnes v primerjavi z drugim. Kadar je vrednost 
w  1, ima izbrani sev boljši fitnes v primerjavi z drugim. Rezultate, ki jih prikazujemo na 
slikah 8, 9, 12, 13, 15 in 16, smo izračunali na osnovi 3 neodvisnih bioloških ponovitev 
poskusa.  
 
4.2.1 Fitnes posameznega seva  v koloniji iz dveh enakih sevov označenih z 
različnimi fluorescenčnimi proteini 
 
Rezultati so prikazani na slikah 8, 9, 10 in 11. Ugotovili smo, da je relativni fitnes 
posameznega seva pri nizki gostoti celic okoli 1, kar pomeni, da imata izogena seva PS- 196 
in PS-68 fitnes blizu 1 ne glede na fluorescenčni označevalec. Pri sevu PS-218 opazimo, da 
ima boljši fitnes sev, označen z reporterskim proteinom mKate. Razlika je še posebej izrazita 
pri visokem številu celic (redčitev 10-1, koncentracija celic 5x10⁷ CFU/ml) in sicer pri sevu 
PS-216, PS-218 in PS-68, kjer ima prednost z YFP označen sev (Slika 9,10). Seva PS-196 
imata pri visokem številu celic (5x10⁷ CFU/ml) enak fitnes ne glede na fluorescenčni 
označevalec (Slika 9). Kljub razliki v fitnesu pa lahko zaključimo, da izogeni sevi sobivajo 






Mozetič M. Kompeticija med sevi Bacillus subtilis v biofilmih.  
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Slika 8: Grafični prikaz relativnega fitnesa za posamezni sev pri »self« kombinaciji za nizko gostoto celic 
(redčitev 10-5, 5x10² CFU/ml). Rdeči stolpci prikazujejo sev v kombinaciji, ki je označen z reporterskim 
proteinom mKate. Zeleni stoplci prikazujejo sev v kombinaciji, ki je označen z reporterskim proteinom YFP; 
Prikazane napake so standardne deviacije.  Zvezdica označuje statistično značilno različen fitnes za 
kombinacijo  PS-216 mKate + PS-216 YFP (p=0).  
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Slika 9: Grafični prikaz relativnega fitnesa za posamezni sev v »self« kombinaciji pri visoki gostoti celic 
(redčitev 10ˉ¹, 5x10⁷ CFU/ml). Rdeči stolpci prikazujejo sev v kombinaciji, ki je označen z reporterskim 
proteinom mKate. Zeleni stoplci prikazujejo sev v kombinaciji, ki je označen z reporterskim proteinom YFP. 
Prikazane napake so standardne deviacije.. Zvezdica označuje statistično značilno različen fitnes za 
kombinacijo PS-216 mKate + PS-216 YFP (p=0,0001). 
Na sliki 10 je prikazana prostorska porazdelitev posameznega seva v koloniji. Dobro 
mešanje med sevi opazimo predvsem v notranjosti kolonije, kar potrjuje rumena barva. 
Takšno prekrivanje je še posebej izrazito za seva PS-68 in PS-196 (skrajno desni stolpec na 
sliki 10). V zunanjosti kolonije opazimo oblikovanje sektorjev, v katerih prevladujeta z YFP 
označena seva. Ločevanje v sektorje je pri obeh sevih izrazitejše pri inokulumu 10-5 
(koncetracija celic 5x10² CFU/ml) (Slika 11), pri kateri smo v inokulumu zajeli le okoli 5-
10 celic. Te verjetno niso prostorsko blizu na površini agarja in zato vsaka celica razvije 
ločeno zaplato (sektor). Nastanek zaplat je izrazitejši  pri sevih PS-216 in PS-218 in se pojavi 
že pri redčitvi 10-1 (koncentracija celic 5x10⁷ CFU/ml). V sredini kolonije je pri 10-1 še vedno 
opaziti šibko rumeno barvo (mešanje), po razrastu kolonije navzven pa se izogena seva ločita 
v intenzivno rdeče in zelene zaplate. Pri nizki celični gostoti (10-5, koncentracija celic 5x10² 
CFU/ml) v začetnem inokulumu pa mešanja več ni opaziti (razen pri PS-218). Seva z 
različnima fluorescenčnima proteinoma ostajata ločena, sev, označen z YFP, pa običajno 
zavzame nekoliko večjo površino, kar je skladno z izračuni vrednosti w. 
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Slika 10:  Posnetki kolonij z lupo, zraslih iz dveh genetsko enakih (»self«) sevov (PS-68, PS-196, PS-216, PS-
218), pri visoki gostoti celic (redčitev 10-1, koncentracija celic 5x10⁷ CFU/ml). Z leve proti desni lahko vidimo 
slike, fotografirane z UV, mCherry in GFP filtri, ter zadnji stolpec, ki prikazuje združene fotografije mKate in 
YFP označenih sevov. Rumeno obarvani predeli kažejo na prostorsko prekrivanje sevov. Merilce na slikah 
ponazarja razdaljo 5 mm. 
 
Slika 11: Posnetki kolonij z lupo dveh genetsko enakih (»self«) sevov PS-68, PS-196, PS-216, PS-218, pri 
nizki gostoti celic (redčitev 10-5, koncentracija celic 5x102 CFU/ml) Z leve proti desni lahko vidimo slike, 
fotografirane z UV, mCherry in GFP filtri; zadnji stolpec prikazuje združeni posnetek za mKate in YFP 
označene seve. Merilce na slikah ponazarja velikost 5 mm.  
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4.2.2 Relativni fitnes in teritorialnost dveh sevov iste sorodstvene skupine  
 
Rezultati analiz so pokazali, da je pri visoki celični gostoti (koncentracija celic 5x10⁷ 
CFU/ml) inokuluma prevladal sev, označen z YFP (Slika 13). Pri nižji celični gostoti 
(koncentracija celic 5x10² CFU/ml) inokuluma pa sta seva PS- 216 YFP+PS-68mKate imela 
primerljiv fitnes (Slika 12). Pri obrnjenih markerji za isto kombinacijo sevov pa opazimo, 
da ima sev, označen z reporterskim proteinom YFP, boljši fitnes. Kljub razlikam v fitnesu 
seva tudi pri visoki začetni gostoti celic sobivata. To opazimo kot rumeno obarvano sredino 
kolonije, potem pa prevlada sev, označen z YFP, ki zavzame nekoliko večjo površino kot 




Slika 12: Grafični prikaz relativnega fitnesa za posamezni sev, nacepljen skupaj z visoko sorodnim sevom 
(»kin«) pri nizki začetni gostoti celic (redčitev 10-5, 5x102 CFU/ml). Rdeča stolpca prikazujeta fitnes seva, 
označenega z reporterskim proteinom mKate; zelena stoplca pa fitnes seva, označenega z reporterskim 
proteinom YFP. Prikazane napake so standardne deviacije. Zvezdica označuje statistično značilno različen 
fitnes za kombinacijo PS-216 + PS-68 (p=0,0256). 
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Slika 13: Grafični prikaz relativnega fitnesa za posamezni sev, nacepljen v kombinaciji z visoko sorodnim 
(»kin«) sevom in začetnem visokem številu celic (redčitev 10-1, 5x10⁷ CFU/ml). Rdeča stolpca prikazujeta sev 
v kombinaciji, ki je označena z reporterskim proteinom mKate. Zelena stoplca pa sev v kombinaciji, ki je 
označena z reporterskim proteinom YFP. Prikazane napake so standardne deviacije. Zvezdica označuje 
statistično značilno različen fitnes za kombinacijo PS-216 mKate + PS-68 YFP (p=0,0008). 
 
Primerjava rezultatov prikazanih na sliki 10, 11 in 14 kaže, da je prostorska razporeditev 
visoko sorodnih sevov približno enaka prostorski razporeditvi dveh genetsko enakih sevov 
z izrazitejšim mešanjem v centru kolonije pri inokulumu 10-1 in večjo segregacijo pri manjši 
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Slika 14: Posnetki kolonij z lupo zraslih ob hkratnem nacepljanju dveh sorodnih sevov pri visoki začetni gostoti 
celic (redčitev 10-1, koncentracija 5x107 CFU/ml) in nizki začetni gostoti celic (redčitev 10-5, koncentracija 
5x102 CFU/ml). Pri visoki gostoti se seva prekrivata med sabo, pri nizki gostoti pa vidimo prosotorsko 
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4.2.3 Fitnes in teritorialnost dveh sevov različnih sorodstvenih skupin 
 
Po izračunu fitnesa posameznega seva v kombinaciji dveh nizko sorodnih sevov (»non – 
kin«) pri začetnem inokulumu 10-5 (koncentracija celic 5x10² CFU/ml) smo ugotovili, da 
imajo sevi, označeni z reporterskim proteinom YFP, boljši fitnes od sevov, označenih z 
reporterskim proteinom mKate (Slika 15). Kljub temu sta oba seva prisotna. Iz tega lahko 
sklepamo, da v primeru nizke začetne gostote celic manj sorodna seva zavzameta površino, 
ki je na voljo (Slika 17). Pri izračunu fitnesa za visoko gostoto celic v začetnem inokulumu 
10-1 (koncentracija celic 5x10⁷ CFU/ml) pa smo ugotovili, da ima fitnes seva PS-216 
vrednost visoko nad ena ne glede na označevalec. Seva PS-196 in PS-218 pa imata v 
kombinaciji z nesorodnim sevom PS-216 vrednost okoli nič (Slika 16). Iz tega lahko 
sklepamo, da v primeru nesorodne kombinacije sevov, en sev (v tem primeru PS-216) 
premaga drugi sev (PS-218, PS-196). Kolonije pri kombinaciji nesorodnih sevov za visoko 
gostot celic vidimo na sliki 18. Opazimo lahko, da je sev PS-216 premagal seva PS-218 in 
PS-196 ne glede na uporabljen fluorescenčni označevalec. 
 
Slika 15: Grafični prikaz relativnega fitnesa pri nizki gostoti celic (redčitev 10ˉ⁵, 5x10² CFU/ml) za »non kin« 
kombinacijo sevov. Rdeči stolpci prikazujejo sev v kombinaciji, ki je označena z reporterskim proteinom 
mKate. Zeleni stoplci prikazujejo sev v kombinaciji, ki je označen z reporterskim proteinom YFP. Prikazane 
napake so standardne deviacije. Zvezdice označujejo statistično značilno različne fitnese za kombinacijo PS-
216 mKate + PS-218 YFP (p=0,0021), PS-216 mKate + PS-196 YFP (p=0,0028) in PS-216 YFP + PS-196 
mKate (p=0,021).  
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Slika 16: Grafični prikaz relativnega fitnesa pri visoki gostoti celic (redčitev 10-1, 5x107 CFU/ml) za »non kin« 
kombinacijo sevov. Rdeči stolpci prikazujejo sev v kombinaciji, ki je označen z reporterskim proteinom mKate. 
Zeleni stoplci prikazujejo sev v kombinaciji, ki je označen z reporterskim proteinom YFP. Prikazane napake 
so standardne deviacije. Zvezdice označujejo statistično značilno različne fitnese sevov PS-216 mKate + PS-
218 YFP (p=0,0371), PS-218 mKate + PS-216 YFP (p=0,0341) in PS-216 mKate + PS-196 YFP (p=0,004).   
Na slikah 17 in 18 so prikazane kolonije (»non-kin«) zrasle iz inkuluma 10-5 (koncentracija 
celic 5x10² CFU/ml) (slika 17) in 10-1 (koncentracija celic 5x10⁷ CFU/ml) (slika 18). Pri 
razredčenem inokulumu (10-5, koncentracija celic 5x10² CFU/ml) sta oba seva preživela in 
tvorila zaplate z izrazitami mejami; pri visokem začetnem številu celic v inokulumu pa je en 
sev (PS-216) premagal drugega (PS-218 ali PS-196). Premaganega seva ni bilo mogoče 
zaznati na površini agarja s fluorescenčno lupo, kar kaže na izrazito kompeticijo in 
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Slika 17: Posnetki kolonij z lupo iz dveh nesorodnih sevov pri nizki gostoti celic (redčitev 10-5, koncentracija 
5x102 CFU/ml). Na sliki vidimo, da so posamezni sevi znotraj kolonije prostorsko ločeni z ostrimi mejami in 
se ne mešajo. Zaradi majhnega števila spor v začetnem vzorcu in posledično dovolj prostora in hranil lahko 
oba seva sobivata pri nizki gostoti celic. Merilce na slikah ponazarja 5 mm. 
 
 
Slika 18: Posnetki kolonij z lupo iz dveh nesorodnih sevov pri visoki gostoti celic (redčitev 10-1, koncentracija 
5x107 CFU/ml). Visoko začetno število celic v inokulumu sporži tekmovanje za prostor in hranila. Na sliki 
vidimo, da v obeh kombinacijah in pri različnih markerjih prevlada sev PS-216. Merilce na slikah ponazarja 5 
mm.  
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4.3 TERITORIALNOST SEVOV V KOLONIJI 
 
4.3.1 Vpliv časa inkubacije na teritorialnost sevov iz različne sorodstvene 
skupine   
 
Seva različnih sorodstvenih skupin PS-216mKate+PS-218YFP smo nacepili na gojišče SG 
v treh redčitvah (10-1, koncentracija celic 5x10⁷ CFU/ml; 10-3, koncentracija celic 5x10⁵ 
CFU/ml; 10-5, koncentracija celic 5x10² CFU/ml) in po 14 in 24h inkubacije kolonije 
fotografirali pod fluorescenčno lupo. Rezultati so prikazani na slikah 19 in 20. Ugotovili 
smo, da so kolonije po 14 h inkubacije manjše kot po 24 h, kar je pričakovano. Pri nizki 
gostoti celic (redčitev 10-5 (koncentracija 5x10² CFU/ml) in 10-3 (koncentracija 5x10⁵ 
CFU/ml)) opazimo začetno razrast zaplat in to v vseh primerih (slika 19 in 20) in izrazite 
linije med zaplatami. YFP označen sev ima prednost pred mKate označenim sevom. Pri 
redčitvi inokuluma 10-1  (5x10⁷ celic/ml) pa vedno zmaga PS-216, ne glede na fluorescenčni 
označevalec, učinek pa je viden že po 24 urah.  
 
Slika 19: Fluorescenčni posnetki z lupo kolonij »non kin« kombinacije PS-216mKate+PS-218YFP pri treh 
različnih gostotah celic (redčitev 10-1, 10-3 in 10-5) po 14 h in 24 h inkubaciji. Slike smo fotografirali s tremi 
različnimi filtri (UV filter – svetlo polje- , mCherry filter - označevalec reporterski protein mKate in GFP filter 
- označevalec reporterski protein YFP). Zadnja vrstica prikazuje združeni fotografiji mKate in YFP. Merilce 
na slikah ponazarja 5 mm. 
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Slika 20: Fluorescenčni posnetki z lupo kolonij dveh »non kin« sevov PS-216YFP+ PS-218mKate pri treh 
različnih začetnih gostotah celic (redčitev 10-1, 10-3 in 10-5) po 14 h in 24 h inkubaciji. Slike smo fotografirali 
s tremi različnimi filtri (UV filter-svetlo polje, mCherry filter-mKate in GFP filter-YFP). Zadnja vrstica 
prikazuje združeni fotografiji mKate in YFP. Merilce na slikah ponazarja 5 mm. 
 
4.3.2 Časovna dinamika razvoja kolonije 
 
Na osnovi zgornjih rezultatov sklepamo, da sev PS-216 izpodrine sev PS-218 pri visoki 
gostoti celic v začetnem inokulumu. Zanimalo nas je tudi, ali sev PS-216 zavira rast že v 
zgodnjih fazah rasti kolonije ali kasneje. Zato smo razvoj kolonije iz dveh izogenih sevov, 
označenih z različnima fluorescenčnima markerjema (PS-216-YFP in PS-216mKate; in 
ločeno PS-218-YFP in PS-218 mKate), spremljali v 4 časih inkubacije (3, 6, 9, 24 h) pri 
visoki gostoti celic (redčitev 10-1, gostota celic 5x10⁷ CFU/ml) (Slika 21). Kolonija postane 
opazna po šestih urah inkubacije, po 3h inkubacije ni opaziti rasti za nobenega od sevov. 
Vidi se samo rob kapljice, ki je nastala med nacepitvijo našega vzorca na SG agar. 
 
Fotografije kolonije za kombinacijo nesorodnih sevov PS-216 in PS-218 pri različnih 
inkubacijskih časih so prikazane na sliki 22. Tudi tukaj je opazno, da PS-216 premaga PS-
218. Kolonijo zmagovalca je mogoče zaznati že po 6 urah s svetlobo mikroskopijo, ko je 
fluorescenca še šibka.  
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Slika 21: Posnetki  kolonij z lupo za »self« kombinacijo seva PS-216 in PS-218 pri štirih različnih inkubacijskih 
časih. Prva vrstica prikazuje slike po 3 h inkubacije, druga po 6 h, tretja po 9 h in zadnja po 24 h inkubacije. 
Vzorce smo slikali s tremi različnimi filtri (UV filter-svetlo polje, mCherry filter-mKate in GFP filter-YFP) 
pri visoki gostoti celic (redčitev 10-1, koncentracija 5x10⁷ CFU/ml). Merilce na sliki ponazarja 5 mm. 
 
Slika 22: Posnetki kolonij z lupo za »non kin« kombinacijo PS-216 in PS-218 z obrnjenimi markerji pri štirih 
različnih inkubacijskih časih. Prva vrstica prikazuje slike po 3 h inkubacije, druga po 6 h, tretja po 9 h in zadnja 
po 24 h inkubacije. Leva in desna stran slike prikazujeta zamenjane markerje. Slike smo fotografirali s tremi 
različnimi filtri (UV filter-svetlo polje, mCherry filter-mKate in GFP filter-YFP) pri visoki gostoti celic 
(redčitev 10-1, koncentracija 5x10⁷ CFU/ml). Merilce na sliki ponazarja 5 mm. 
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4.3.3 Vpliv razmerja posameznega seva na strukturo kolonije 
 
Opazovali smo tudi vpliv koncentracije sevov v prvotni mešanici na strukturiranost kolonij 
pri treh različnih začetnih gostotah celic za razmerja 4:1, 1:1, 1:4. Pri nizki gostoti celic 
(redčitev 10-5, koncentracija 5x10² CFU/ml), pri srednji gostoti celic (redčitev 10-3, 
koncentracija 5x10⁵ CFU/ml) in pri visoki gostoti celic (redčitev 10-1, koncentracija 5x10⁷ 
CFU/ml). Ugotovili smo, da se s spreminjanjem razmerja spreminja tudi prostorska 
razporeditev seva znotraj kolonije. Pri visoki gostoti pa spreminjanje razmerja vpliva na 
končni izid zmagovalca. Na sliki 23 opazimo, da sta pri razmerju 1:4 prisotna oba seva, 
čeprav imamo kombinacijo nesorodnih sevov. Iz levega dela slike 23 (primer kombinacije 
PS-216mKate + PS-218YFP) lahko tudi razberemo, da se sev PS-218 razširi po površini kot 
PS-216, če je že od začetka v večjem številuin zato uspe zavzeti vsaj del površine, medtem 
ko sev PS-216 ostane ujet v sredini kolonije. Četudi je PS-218 v prebitku, ne uspe v 
popolnosti izpodriniti PS-216 (slika 23).  
 
Slika 23: Posnetki kolonij z lupo »non kin« kombinacije seva PS-216 in PS-218 pri visoki gostoti celic (redčitev 
10-1, koncentracija celic 5x10⁷ CFU/ml) za razmerja 4:1, 1:1 in 1:4. Na sliki je vidno, da z večanjem razmerja 
v prid sevu PS-218 le ta lahko sobiva s sevom PS-216. Opazimo, da ima sev PS-218 prednost v rasti. Še vedno 
pa ni sposoben premagati seva PS-216. Merilce na slikah ponazarja 5 mm. 
V nadaljevanju smo testirali še dodatna razmerja in sicer 1:1, 1:9 in 1:19 z namenom določiti 
razmerje, kjer PS-218 uspe premagati PS-216. Pri tem pa moramo omeniti, da ima 
posamezen sev, označen z reporterskim proteinom YFP, prednost pred sevom, ki je označen 
z reporterskim proteinom mKate. Posledično je pri nesorodnih sevih PS-216 YFP+PS-218 
mKate nacepljenih v razmerju 1:19, sev PS-216, označen z YFP, še vedno prisoten v 
majhnem delu sredi kolonije (Slika 24 desni del). V primeru kombinacije PS-216 mKate+ 
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PS-218 YFP pa seva PS-216 ne opazimo več (Slika 24 levi del). V tem primeru lahko trdimo, 
da je sev PS-218 premagal sev PS-216. 
 
Slika 24: Posnetki kolonij z lupo »non kin« kombinacije seva PS-216 in PS-218 pri visoki gostoti celic (redčitev 
10-1, koncentracija celic 5x10⁷ CFU/ml) za razmerja 1:1, 1:9 in 1:19. Na sliki vidimo, da z mešanjem seva PS-
216 in PS-218 v razmerju 1:19 dosežemo, da sev PS-218 premaga sev PS-216, če je sev PS-218 označen z 
reporterskim proteinom YFP. V primeru, ko imamo obrnjene markerje in je sev PS-218 označen z reporterskim 
proteinom mKate, pa vidimo, da je sev PS-216 še vedno prisoten (desni del slike, 3 vrstica). Merilce na slikah 
ponazarja 5 mm. 
 
V prejšnjih poskusih smo ugotovili, da ima na izid tekmovanja med sevi velik vpliv začetno 
razmerje celic obeh sevov v vzorcu. Zato smo pri izbranih razmerjih 4:1, 1:1, 1:4 in razmerjih 
1:1, 1:9 in 1:19 testirali še vpliv zmanjšanje števila celic v začetnem inokulumu na 
prostorsko razporeditev sevov v koloniji(redčitev 10-3, koncentracija celic 5x10⁵ CFU/ml in 
redčitev 10-5, koncentracija celic 5x10² CFU/ml). 
 
Na slikah 25 in 26 prikazujemo fotografije kolonije pri srednji gostoti celic (redčitev 10-3, 
koncentracija celic 5x10⁵ CFU/ml). Tudi pri tej koncentraciji ne opazimo mešanja med 
posameznimi sevi znotraj kolonije, ampak ostre linije. Tovrstno obnašanje smo opazili že 
pri visoki začetni gostoti celic, redčitev 10-1 (sliki 23 in 24). Kljub temu pa že na prvi pogled 
obstajajo bistvene razlike v porazdelitvi posameznih sevov znotraj kolonije. Če za visoko 
začetno gostoto celic (sliki 23 in 24) velja, da je posamezen sev povsem ločen od drugega, 
pa na sliki 25 opazimo pestro razporeditev. Posebej zanimive so slike v spodnji vrstici na 
sliki 25, ki prikazujejo združene fotografije mKate + YFP. Opazimo lahko otoke enega seva 
znotraj drugega. Tovrstna razporeditev je posebej izrazita pri razmerju koncentracij 1:1, 
nekoliko manj pri razmerjih 1:4 in 4:1.  
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Slika 25: Posnetki kolonij z lupo »non kin« kombinacije seva PS-216 in PS-218 pri srednji gostoti celic 
(redčitev 10-3 , koncentracija 5x10⁵ CFU/ml) za razmerja 4:1, 1:1 in 1:4. Levi del slike prikazuje kombinacijo 
PS-216 mKate+PS-218 YFP, desni del pa kombinacijo PS-216 YFP+PS-218 mKate. Merilce na slikah 
ponazarja 5 mm.  
Slika 26: Posnetki kolonij z lupo »non kin« kombinacije seva PS-216 in PS-218 pri srednji gostoti celic 
(redčitev 10-3, koncentracija 5x10⁵ CFU/ml) za razmerja 1:1, 1:9 in 1:19. Levi del slike prikazuje kombinacijo 
PS-216 mKate+PS-218 YFP, desni del pa kombinacijo PS-216 YFP+PS-218 mKate. Merilce na slikah 
ponazarja 5 mm. 
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Sliki 27 in 28 prikazujeta fotografije kolonij pri različnih razmerjih koncentracije celic v 
vzorcu za primer majhne začetne gostote celic (koncentracija 5x10² CFU/ml). Opazimo ostre 
meje med sevoma in teritorialnost seva, ki odraža začetno število celic v inokulumu. Pri 
razmerju 1:1 naključno zajamemo celice iz vzorca in jih namestimo na trdno gojišče. Pri 
razmerjih v prid enega seva pa je verjetnost, da zajamemo številčno prevladajuč sev, večja 
od verjetnosti, da zajamemo tistega, ki je v manjšini. Konkretno je na sliki 27 pri razmerju 
1:1 naključno več celic iz seva PS-216. V primeru večjih razmerij na tej sliki pa so fotografije 
skladne s pričakovanji.  
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Slika 27: Posnetki kolonij z lupo »non kin« kombinacije seva PS-216 in PS-218 pri nizki gostoti celic (redčitev 
10-5, koncentracija 5x10² CFU/ml) za razmerja 4:1, 1:1 in 1:4. Levi del slike prikazuje kombinacijo PS-216 




Slika 28: Posnetki kolonij z lupo »non kin« kombinacije seva PS-216 in PS-218 pri nizki gostoti celic (redčitev 
10-5, koncentracija 5x10² CFU/ml) za razmerja 1:1, 1:9 in 1:19. Levi del slike prikazuje kombinacijo PS-216 
mKate+PS-218 YFP, desni del pa kombinacijo PS-216 YFP+PS-218 mKate. Merilce na slikah ponazarja 5 
mm.  
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5.1 RELATIVNI FITNES 
V nalogi smo ugotovili, da se posamezni sevi znotraj kolonije različno razporedijo, odvisno 
od sorodnosti med sevi. Štefanič in sod. (2015) so ugotovili, da med manj sorodnimi sevi 
(»non-kin«) bakterije Bacillus subtilis ob stiku svojih rojev tvorijo mejne linije. Linija 
nastane med sevi, ki imajo antagonistične gene, kar je pokazal Lyons in sod., (2016). 
Nastanek linije so opisali tudi pri bakteriji Myxococcus xantus (Vos in Velicer, 2009). 
Visoko sorodni sevi ne tvorijo linije in ostajajo v tesnem stiku (se dobro mešajo). Enak pojav 
razlikovanja med sorodnimi in nesorodnimi sevi smo opazili tudi v koloniji, kjer ni aktivnega 
premikanja (rojenja) po površini. Pri kolonijah, sestavljenih iz izogenih sevov (Slika 10, 11) 
in visoko sorodnih sevov (Slika 14), pride do mešanja celic v sredini kolonije pri manj 
redčenem inokulumu, kar potrjuje ugotovitev Štefanič in sod. (2015), da sorodni sevi lahko 
sobivajo. V poskusih smo ugotovili, da je pri »non kin« kombinaciji (manj sorodni sevi) sev 
PS-216 vedno premagal sev PS-196 in sev PS-218 pri visoki začetni gostoti celic  (Slika 18). 
Bistveno razliko opazimo, kadar imamo nizko gostoto celic v začetnem vzorcu (Slika 17). 
V tem primeru lahko seva sobivata, kar je posledica zadostnega prostora in hranil. Opazimo 
pa močno stopnjo segregacije, kar je pokazal že van Gestel in sod. (2014). Van Gestel in 
sod. (2014) so ugotovili, da je stopnja segregacije močno povezana z začetno gostoto celic 
v inokulumu. Na začetku rasti biofilma so celice naključno razporejene po površini. S 
celično delitvijo prvotne celice rastejo v majhne celične skupke, ki se začnejo povezovati 
med sabo šele, ko pridejo v kontakt z drugimi celicami. Pot do skupnega kontakta je daljša, 
kadar je razdalja med celicami večja, to je v primeru manjše gostote celic v začetnem vzorcu. 
Posledično bodo biofilmi, ki začnejo rasti z majhnim številom celic, precej bolj strukturirani 
v primerjavi z biofilmi, ki začnejo rasti z visoko začetno gostoto celic. Ta pojav je skladen 
z našimi rezultati (Slika 10, 11, 14, 17, 18). Pri izračunu fitnesa posameznega seva v različnih 
sorodstvenih skupinah smo ugotovili, da imajo v primeru nizke gostote celic vsi sevi fitnes 
okoli vrednosti 1 ne glede na to, ali smo imeli kombinacijo enakih, sorodnih ali ne sorodnih 
sevov (Slika 8, 12 in 15). Pri visoki gostoti celic opazimo, da se nekaterim sevom fitnes 
zmanjša, drugim pa poveča (Slika 9, 13, 16) kar kaže na kompeticijo, ki je verjetno posledica 
antagonizma (Simoes in sod., 2008). Vpliv kompeticije na relativni fitnes je preučeval van 
Gestel in sod. (2014), kjer so relativni fitnes ovrednotili kot spremembo v frekvenci seva 
med kompeticijo. Ko je relativni fitnes označenega seva manjši od 1, sev zgublja; ko je enak 
1, ni razlike v fitnesu tekmovalnih sevov, ko je večji od 1, ima sev prednost v fitnesu. Pri 
naših rezultatih lahko vidimo (Slika 8, 12, 15), da je vrednost fitnesa okoli 1, ko imamo 
nizko začetno koncentracijo celic (5x102 CFU/ml). Opazimo, da imajo sevi, ki so označeni 
z reporterskim proteinom YFP, boljši fitnes (vrednost nad 1). Izjemo, kjer imata oba enak 
fitnes (vrednost 1) opazimo pri izogenem sevu PS-196 pri visoki celični gostoti 10-1 (5x107 
CFU/ml) (Slika 9) in pri nizki začetni koncentraciji celic (5x103 CFU/ml) za izogen sev PS-
218 (Slika 8) in »kin« kombinacijo PS-216 YFP + PS-68 mKate (Slika 12), kadar ima boljši 
fitnes sev, označen z reporterskim proteinom mKate. To pomeni, da ni signifikantnih razlik 
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v fitnesu dveh nacepljenih sevov in da ta sobivata. Na agariziranem gojišču je dovolj prostora 
za razrast obeh sevov v kolonije in tekmovanja po 24 h inkubacije ne zaznamo. Pri visoki 
začetni koncentraciji celic (5x10⁷ CFU/ml) (Slika 9, 13, 16) vrednosti odstopajo od 1, vendar 
kljub omejitvi prostora in hranil za razrast izogenih in visoko sorodnih (»kin«) sevov ti 
sobivajo. Ob konstrukciji rekombinantnih sevov, ki nosijo v genomu flurescenčni 
označevalec, je prišlo do sprememb v fitnesu, in imajo sevi, označeni z YFP, prednost, 
vendar kljub temu pri kombinacijah »kin« oba seva zavzameta površino. Pri visoko 
nesorodnih (»non kin«) sevih z visoko začetno koncentracijo celic v inkulumu (Slika 16) pa 
ima vedno prednost sev PS-216, ne glede na fluorescenčni označevalec. Opazimo 
dramatično zmanjšanje fitnesa seva PS-196 in PS-218, ter porast fitnesa seva PS-216 (Slika 
16). V tem primeru en sev izpodrine drugega, kar potrdimo tudi z rezultati, prikazanimi na 
sliki 18. 
5.2 TERITORIALNOST SEVOV V KOLONIJI  
Prostorska razporeditev različnih sevov znotraj mikrobne združbe je ključna za razvoj 
kooperativnosti in antagonizma. Hkrati pa tudi sodelovanje ali tekmovanje med genotipi 
vpliva na njihovo prostorsko razporejanje v biofilmu (Nadell in sod., 2016). Ugotovili smo 
segregiranost sevov tako med nesorodnimi kot sorodnimi sevi. Nesorodni sevi so bolj 
kompetitivni in med njimi je zaznati prostorsko ločevanje v zaplate. Na teritorialnost in 
razporeditev sevov v koloniji ima vpliv tudi začetna gostota celic, kar je pokazal že van 
Gestel in sod. (2014). Pri nizki gostoti celic je segregiranost med sevi bolj izrazita ne glede 
na stopnjo sorodnosti, vendar so linije med zaplatami nesorodnih sevov bolj zrazite in ni 
prekrivanja (rumene barve na stičišču) (Slika 17, 19, 20, 27, 28). Linije med zaplatami sevov 
pa ne moremo primerjati z linijami, ki nastanejo med rojenjem, saj so med roji vidne linije 
kot bistre cone (Štefanič in sod., 2015), kar je verjetno posledica lize celic. V našem primeru 
(pri nizki gostoti celic) je med sevi viden tesen stik, ni cone zbristitve in tudi ne mešanja 
med sevi. Na to ima lahko vpliv različen način premikanja (Kearns, 2010) celic v koloniji in 
med rojenjem. Pri rojenju se celice aktivno premikajo po površini z bički, pomaga pa jim 
tudi surfaktant, ki ga izločajo v okolje. V našem primeru ni prisotnega aktivnega premikanja, 
ampak se kolonija širi s polzenjem (Kovacs in Holscher, 2017), kjer bički niso pomembni, 
vpliva pa prisotnost surfaktanta, eksopolisaharidov in nekaterih drugih faktorjev (proteini, 
glikopeptidolipidi GPLs,...) (Kovacs in Holscher, 2017). Pri visoki začetni gostoti celic 
vidimo prevlado seva PS-216 nad sevom PS-218 in PS-196 (Slika 16, 18). Med sorodnimi 
sevi pa opazimo del kolonije, kjer je prisotno prekrivanje med sevi (Slika 10, 14). V 
kasnejših stopnjah bi lahko segregiranost postala manj izrazita zaradi dinamičnosti rasti 
biofilma (Nadell in sod., 2010). Zanimivo bi bilo videti. kaj se zgodi, če bi čas inkubacije 
povečali na več dni. V naših poskusih smo opazovali kolonije po 24 h inkubaciji tako, da je 
segregeriranost med sevi izrazito vidna. Preverili smo tudi vpliv časa inkubacije na 
prostorsko razporeditev sevov, a smo se osredotočili na krajši čas inkubacije. Tako smo 
ugotovili, da po 12 h inkubaciji ni vidnih izrazitih razlik v primerjavi s 24 h inkubacijo. 
Opazimo lahko (Slika 19, 20), da so kolonije po 14 h inkubaciji manjše kot po 24 h. Po 3 h, 
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6 h in 9 h inkubaciji opazimo, da v primeru kombinacije nesorodnih sevov sev PS-216 zavira 
rast seva PS-218 že od samega začetka rasti (Slika 22). Iz tega lahko sklepamo, da se 
kompeticija med sevom PS-216 in PS-218 razvije že po sami inokulaciji vzorca na 
agarizirano gojišče. V primeru kombinacije genetsko enakih sevov se kompeticija ne razvije 
in opazimo prisotna oba seva že po 6 h inkubaciji (Slika 21). 
Pri razmerju 1:1 je sev PS-216 dominanten nad PS-218. Preverili smo tudi hipotezo, da je 
tovrstna dominantnost odvisna tudi od razmerja v začetnem številu celic v inokulumu obeh 
sevov. To hipotezo smo preverili pri različnih začetnih koncentracijah celic v inokulumu: 
visoka – 5x107 CFU/ml, srednja – 5x105 CFU/ml in nizka gostota celic – 5x102 CFU/ml v 
inokulumu PS-216 + PS-218. Pri vplivu razmerja med sevi na prostorsko razporeditev smo 
ugotovili, da je prostorska zasedenost določenega seva skladna z izbranim razmerjem, ki 
smo ga inokulirali (Slika 23-28). V prvem delu poskusa smo si izbrali razmerje 4:1, 1:1 in 
1:4. Razmerje 1:1 smo uporabili kot kontrolo, ker smo rezultat pričakovali glede na prejšnje 
raziskave. Pri visoki gostoti celic opazimo, da sta v primeru, ko povečamo koncentracijo v 
prid sevu PS-218, lahko prisotna oba seva kljub visoki začetni gostoti celic. Iz tega lahko 
sklepamo, da je sev PS-216 zelo tekmovalen in verjetno izloča protimikrobne učinkovine, 
ki zavirajo rast seva PS-218; je pa možno, da na zasedanje površine vpiva tudi ekološka 
kompeticija (Oliveria in sod., 2015). Pri srednji in nizki gostoti celic (Slika 25, 27) opazimo, 
da sta prisotna oba seva ne glede na izbrano razmerje, kar ponovno potrdi ugotovitev van 
Gestela in sod. (2014), da začetna gostota celic v vzorcu vpliva na segregiranost sevov, ki 
zmanjša direktno kompeticijo. V drugem delu poskusa smo preverjali, pri katerem razmerju 
bo sev PS-218 prevladal nad sevom PS-216: 1:1, 1:9 in 1:19. Razmerje 1:1 je služilo kot 
kontrola. Opazili smo (Slika 24, 26, 28), da ima poleg razmerja na izid tekmovanja vpliv 
tudi reporterski protein YFP. V primeru, ko ima sev PS-218 vezan reporterski protein YFP, 
zadošča že razmerje 1:9, da prevlada nad sevom PS-216 (Slika 24 levo). V obratnem primeru 
je potrebno razmerje 1:19. Kljub prevladi PS-218 še vedno opazimo majhne zaplate PS-216 
v sredini kolonije (Slika 24 desno). Ta ugotovitev velja za visoko začetno gostoto celic 
(koncentracija 5x107 CFU/ml). Pri srednji začetni gostoti celic (koncentracija 5x105 
CFU/ml) (Slika 26) pri razmerju 1:19 sev PS-218 še vedno prevlada nad sevom PS-216, pri 
razmerju 1:1 sta prisotna oba seva kljub temu, da sta ne-sorodna (Slika 25, 26). Pri nizki 
gostoti (5x102 CFU/ml) pa opazimo močno opazno segregiranost. Zasedenost površine 
agarja je skladna z izbranim razmerjem med sevi  PS-216 ali seva PS-218 (Slika 27, 28).  
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Rezultati raziskav, ki smo jih opisali v tej magistrski nalogi, v pretežni meri potrjujejo 
postavljene hipoteze in vodijo k naslednjim sklepom: 
 
• V koloniji sevov bakterije Bacillus subtilis sestavljeni iz izogenih, (»kin«) in 
(»non-kin«) sevov PS-68, PS-196, PS-216, PS-218 opazimo diferencialno 
vedenje napram »non-kin«, kar potrjuje, da tudi v kolonijah pride do 
sorodstvene diskriminacije; 
• V kombinacijah nesorodnih (»non-kin«) sevov, sev PS-216 prevlada nad PS-
218 in PS-196; 
• Izogeni(»self«) in sorodni (»kin«) sevi sobivajo, njihova frekvenca v biofilmu 
pa se ohrani v obdobju 24 ur inkubacije;  
• Pri nizki gostoti celic je prisotna segregacija sevov znotraj kolonije pri vseh 
treh kombinacijah (»self, kin in non kin«), a je bolj opazna pri manj sorodnih 
(»non-kin«) sevih; 
• Stopnja kompeticije, ki je po predpostavki večja med »non kin«, vpliva na 
prostorsko razporeditev in fitnes sevov v biofilmu, saj smo eksperimentalno 
potrdili bistvena odstopanja fitnesa nesorodnih sevov od vrednosti ena; 
• Fitnes posameznega seva pri vseh kombinacijah (»izogeni, kin, non-kin«) je 
blizu ena, kadar imamo nizko gostoto celic, z večanjem gostote se rezultat 
oddaljuje od vrednosti ena, pri »non kin« kombinaciji ima sev, ki izgubi, 
fitnes okoli vrednosti nič; 
• Označevanje sevov z reporterskim proteinom YFP vodi k nekoliko boljši rasti 
teh sevov v primerjavi s sevi, ki so označeni z reporterskim proteinom mKate. 
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Mikroorganizmi v naravi večinoma živijo v biofilmih, ki so vezani na površino ali prosto 
plavajoči in v katerih so celice vedno obdane z zunajceličnim matriksom. Celice znotraj 
biofilma vplivajo na fitnes sosedov preko kooperativnih socialnih fenotipov kot so: izločanje 
kelatorjev kovin (siderofori), prebavnih encimov, površinskih adhezinov, strukturnih 
polimerov in signalnih molekul. Socialne interakcije vodijo tudi do tekmovanja za omejen 
prostor in hranila, ki lahko poleg ekološke kompeticije vključuje tudi antagonistične 
dejavnike (Nadell in sod., 2016). Prostorska razporeditev različnih sevov znotraj biofilma 
močno vpliva na tekmovalne in kooperativne fenotipe. Če hočemo razumeti mikrobno 
populacijo, moramo upoštevati razmerje med tekmovanjem in sodelovanjem in vpliv 
razmerje na lastnosti populacije (Inglis in sod., 2008; Inglis in sod., 2009). Različni sevi 
Bacillus subtilis so med rojenjem sposobni prepoznavanja med sorodnimi(»kin«) in manj 
sorodnimi (»non kin«) sevi. Med testiranjem različnih kombinacij sevov smo ugotovili, da 
različni sevi med seboj tvorijo ostro linijo, šibko linijo ali pa se povežejo med sabo. Te seve 
so predhodno razdelili v tri ekološke skupine: PE10, PE22 in PE23. Ugotovili so, da bosta 
dva seva tvorila linijo če sta iz različnih ekotipov (Štefanič in sod., 2015).  
 
V magistrski nalogi smo preučili vpliv sorodstvene diskriminacije med sevi Bacillus subtilis 
v koloniji, kjer ni prisotno aktivno premikanje kot na primer med rojenjem. Poskuse smo 
izvajali z naslednjimi sevi, ki so jih izolirali v laboratorijih Biotehniške fakultete Univerze 
v Ljubljani: PS-68, PS-196, PS-216 in PS-218 (Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). Ugotovili 
smo, da bo v primeru nesorodnih (»non kin«) kombinacij en sev prevladal, drug pa bo 
postopno izginil. V našem primeru je vedno zmagal sev PS-216. V primeru sorodnih (»kin«) 
ali izogenih (»self«) sevov pa smo opazili, da oba seva zasedeta površine znotraj kolonije, 
čeprav ima lahko tudi fluorescenčni označevalec seva vpliv na fitnes. Vendar ta vpliv ni 
dovolj izrazit, da bi zakril učinek sorodstvene diskriminacije. Poleg različnih kombinacij 
sevov smo preiskovali tudi vpliv začetne gostote celic na prostorsko razporeditev 
posameznega seva. Ugotovili smo, da pri nizki začetni gostoti celic oba seva sobivata 
neodvisno od izbrane kombinacije in ostajata prostorsko ločena v zaplatah znotraj kolonije. 
Pri visoki začetni gostoti celic v inokulumu je pomembno, katero kombinacijo sevov smo 
izbrali. Pri »non kin« kombinaciji je sev PS-216 zaviral kolonizacijo površine s strani 
drugega seva. Pri »kin« ali »self« kombinaciji pa smo opazili prekrivanje površine z obema 
sevoma brez prostorske segregacije, vsaj v sredini kolonije. Preverili smo tudi fitnes 
posameznega seva v različnih kombinacijah sevov in pri različni začetni gostoti celic. 
Izračun fitnesa je bil skladen s fotografijami kolonij. Sevi so imeli pri nizki gostoti med seboj 
podoben fitnes, okoli ena. Pri visoki začetni gostoti celic pa se je rezultat razlikoval od 
vrednosti ena. Pri »non kin« kombinaciji je en sev prevladal nad drugim. Posledično imata 
seva, ki sta izgubila (PS-218 in PS-196) fitnes okoli vrednosti nič. Pri večini smo opazili, da 
so sevi, označeni z reporterskim proteinom YFP, imeli boljši fitnes kot sevi, označeni z 
reporterskim proteinom mKate. 
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Ugotovili smo, da je v razmerju 1:1 ali več v prid seva 216 le ta dominanten in zavira rast 
seva 218 že v zgodnji fazi po nekaj urah inkubacije. Pri razmerju v prid seva 218 pa smo 
opazili, da lahko ta postane dominanten, če je razmerje večje od 4:1 Kot smo že omenili, je 
vitalnost bakterij nekoliko odvisna tudi od načina označevanja z reporterskimi proteini. 
Rezultati domala vseh analiz so pokazali nekoliko boljšo vitalnost sevov, označenih z 
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PRILOGA A: Povprečne vrednosti relativnega fitnesa za »self«, »kin« in »non kin« 
kombinacije sevov ter izračunane standardne variacije. Vrednosti v preglednicah so grafično 
prikazane na sliki 8, 9, 12, 13, 15 in 16. A predstavlja seve, ki so označeni z reporterskim 
proteinom mKate. B predstavlja seve, ki so označeni z reporterskim proteinom YFP. 
 
SELF 
KOMBINACIJE         
         
  povprečje w Standardni odklon  povprečje w Standardni odklon 
  10(-1)   10(-1)   10(-5)   10(-5)   
Mešanica sevov A B A B A B A B 
68mKate+YFP 0,791 1,214 0,297 0,275 0,922 1,077 0,117 0,102 
216mKate+YFP 0,421 1,568 0,234 0,296 0,513 1,524 0,160 0,159 
218mKate+YFP 0,538 1,369 0,472 0,373 1,184 0,807 0,467 0,436 
196mKate+YFP 1,002 1,006 0,095 0,090 0,875 1,157 0,385 0,495 
         
         
         
KIN 
KOMBINACIJE         
         
  povprečje w Standardni odklon  povprečje w Standardni odklon  
  10(-1)   10(-1)   10(-5)   10(-5)   
Mešanica sevov A B A B A B A B 
216mKate+68YFP 0,545 1,488 0,143 0,112 0,638 1,446 0,235 0,328 
216YFP+68mKate 0,732 1,240 0,552 0,448 1,045 0,970 0,422 0,367 
         
         
         
NON KIN KOMBINACIJE        
         
  povprečje w Standardni odklon  povprečje w Standardni odklon  
  10(-1)   10(-1)   10(-5)   10(-5)   
Mešanica sevov A B A B A B A B 
216mKate+218YFP 1,868 0,081 0,294 0,113 0,838 1,202 0,501 0,567 
216YFP+218mKate 0,008 2,028 0,007 0,231 0,525 1,514 0,283 0,407 
216mKate+196YFP 1,736 0,038 0,076 0,041 0,647 1,486 0,155 0,194 
216YFP+196mKate 0,017 1,834 0,022 0,146 0,655 1,300 0,534 0,517 
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PRILOGA B: S t-testom izračunane p vrednosti. Vrednosti nižje od 0,05 pomenijo, da se 
rezultati med izbranimi sevi signifikantno razlikujejo. Vrednosti večje od 0,05 pomenijo, da 
ni signifikantne razlike med izračunanimi fitnesi izbranih sevov. Uporabili smo t- test za 
neodvisna vzorca (program met lab, funkcija t-test 2). 
  
Redčitve   
Mešanica sevov 10(-1) 10(-5) 
68mKate+YFP 0,1447 0,157 
216mKate+YFP 0,0001 0 
218mKate+YFP 0,0749 0,3637 
196mKate+YFP 0,0954 0,4802 
 
  Redčitve   
Mešanica sevov 10(-1) 10(-5) 
216mKate+68YFP 0,0008 0,0256 
216YFP+68mKate 0,2832 0,8272 
 
  Redčitve   
Mešanica sevov 10(-1) 10(-5) 
216mKate+218YFP 0,0371 0,063 
216YFP+218mKate 0,0341 0,0021 
216mKate+196YFP 0,0004 0,0028 
216YFP+196mKate 0,1074 0,021 
 
 
 
 
